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Follikulaaridysplasia eli mustan karvatupen kasvuhairié ja glaukooma eli silmanpainetauti kuulu-
vat koirien periytyviin sairauksiin. Follikulaaridysplasia aiheuttaa karvojen harvenemista ja hau-
rastumista mustan karvan alueella etenkin korvissa, seléssa ja kyljissa. Sairaudelle altistaa tur-
kin véarin laimentuminen, jolloin melaniinin eli tumman pigmentin kuljetuksessa ihossa ja karvas-
sa on ongelmia; samanlaisia melaniinikasaumia havaitaan seka follikulaaridysplasiaa sairastavien
yksiléiden etta turkin véarin laimentumista ilmentavien yksildiden kudosnaytteissa.

Tassa tutkimuksessa oli tarkoituksena selvittaa, 16ytyyko follikulaaridysplasiaa sairastavilta suo-
menajokoirilta virhe MLPH- eli melanofiliinigeenista, joka aiheuttaa homotsygoottisena turkin
varin laimentumista. Taté varten sekvensoitiin 15 sairaan suomenajokoiran ja 15 samanrotuisen
kontrollin mahdollisen geenivirheen sisaltéava alue geenista. Yhdeltdkdan tutkituista koirista ei
[6ytynyt kyseistd geenivirhettd homotsygoottisena, jolloin sen osallisuus suomenajokoiran folli-
kulaaridysplasiassa suljettiin pois.

Glaukooma johtuu silman verkkokalvon gangliosolujen etenevasté surkastumisesta, joka johtaa
edelleen nékéhermon rappeutumiseen. Sairaudessa on usein myds epatasapainoa kammiones-
teen tuotossa ja ulosvirtauksessa, jolloin silmanpaine nousee. Glaukooma aiheuttaa hoitamat-
tomana sokeuden, joten nopea hoitoon paasy on tarkeda. Yksi glaukoomaa aiheuttava geenivir-
he on léydetty beaglerodulla ADAMTS10-geenista, jonka tiedetdan ihmiselld saatelevan silmén-
painetta. Yhdysvalloissa sen kantajafrekvenssiksi oli arvioitu noin 1 % normaalissa beaglepopu-
laatiossa.

Glaukoomatutkimuksessa selvitettiin glaukoomaa aiheuttavan geenivirheen esiintyvyyttda suoma
laisissa beagleissa. Tutkimuksessa kaytettiin reaaliaikaista PCR:84 ja spesifista, mutaation tun-
nistavaa TagMan-kemiaa. Menetelmalla tutkittiin 177 suomalaista beaglenaytettd ja kuusi glau-
koomaa sairastavan yksilén naytettd muista roduista. Tutkituista beaglenaytteista ei l6ytynyt
yhtdan kantajaa, ja my6s glaukoomaa sairastavat muunrotuiset yksilt olivat villityyppeja to-
dennékoisesti eri geenivirheen takia kuin yhdysvaltalaisessa tutkimuksessa beagleilta oli 16yty-
nyt.

Kummassakin tutkimuksessa geenivirheen l6ytyminen mahdollistaisi geenitestin kehittdmisen
kyseisiin sairauksiin. Vaikka geenivirheita ei nyt I6ydetty, saadut tiedot auttavat kuitenkin jatka-
maan tutkimuksia eteenpdin: molemmissa tutkimuksissa voidaan keskittya nyt seulomaan uusia
kandidaattigeeneja.

Avainsanat follikulaaridysplasia, glaukooma, turkin varin laimentuminen,
geenit, geenitesti
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Black hair follicular dysplasia (BHFD) and glaucoma are inherited diseases in dogs. BHFD causes
hair loss especially on earlobes and dorsal areas. Coat color dilution is a pigmentation
phenotype that is a predisposing risk factor for BHFD. Both diseases are characterized by a
defective transport of melanin leading to clumped melanin in the skin and hair, visible in
biopsies.

This study strives to find out if Finnish Hounds with BHFD have the mutation in melanophilin
gene (MLPH) associated with coat color dilution. The mutation area from MLPH gene was
sequenced from 15 Finnish Hounds with BHFD and 15 controls. No indication of the
homozygous mutation was found, implying this mutation has no role in BHFD in Finnish Hounds

Glaucoma results from the progressive atrophy of a retinal ganglion cell, eventually causing
deterioration of the optic nerve. Glaucoma is often associated with an increased pressure of the
fluid in the eye. Untreated glaucoma causes blindness, making early treatment important. A
homozygote mutation in the ADAMTS10 gene associated with glaucoma has been found in a
colony of Beagles in the USA. This gene is known to regulate the intraocular pressure on
humans.

The other aim was to determine the carrier frequency of the disease allele in the Finnish Beagle
population, suggested being approximately 1% in the USA. 177 Finnish Beagle samples and six
dogs with glaucoma from other breeds were screened using Real-Time PCR and mutation
specific TagMan chemistry. No carriers were found and even the unhealthy were wild types,
suggesting that they might have different gene mutation than the Beagles in the colony.

In both studies, finding the mutation causing the disease would make it possible to develop a
specific gene test. Although mutations were not found, these studies create a platform for
future studies, allowing concentration on screening new candidate genes.

Keywords black hair follicular dysplasia, glaucoma, coat color dilution,
genes, gene tests
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1 Johdanto

Koiran genomi eli geeneihin koodattu perintaines kartoitettiin vuonna 2005, ja se ava-
si aivan uudet mahdollisuudet jalostukseen ja tautigeenien tunnistamiseen (Lindblad-
Toh ym. 2005). Helsingin yliopistossa ja Folkhéalsanin tutkimuskeskuksessa toimii koiri-
en geenitutkimusohjelma, jonka tavoitteena on tunnistaa perinndllisiin sairauksiin liitty-
via geenivirheitd koiraroduissa. Kun téllainen geenivirheloytd tehdéaan, voidaan virheen
tunnistamiseen kehittdd geenitesti, joka mahdollistaa sairaiden, terveiden ja kantajayk-
sildiden erotuksen jo varhaisessa vaiheessa. TAma on ensiarvoisen tarkeaa, silla usein
perinndlliset sairaudet puhkeavat vasta mydhdisemmalla ialla ja koiraa on jo saatettu
kayttad jalostukseen. Geenitestit mahdollistavat my6s valiokoirien kayttamisen jalos-
tuksessa, vaikka ne olisivatkin geenivirheenkantajia. Naiden lisdksi geenitesteja voidaan

kayttdd myos diagnostisena apuna.

Taman paattdtyon tarkoituksena on selvittdd, onko suomenajokoiran follikulaaridyspla-
sian eli mustan karvatupen kasvuhairion taustalla sama geenivirhe, kuin on aiemmin
liitetty turkin varin laimentumiseen koirilla (Drogemiller ym. 2007), seka katsoa, l0y-
tyyko tutkimusryhman suomalaisista beaglenaytteistd askettdin USA:ssa beagleilta pai-
kallistettua glaukoomaa eli silménpainetautia aiheuttavaa geenivirhettd (Kuchtey ym.
2011). Molemmissa tapauksissa geenitaustan tunnistaminen mahdollistaisi geenitestin

kehittamisen, jolloin kyseisia sairauksia voitaisiin tehokkaasti vastustaa.

Tutkimuksiin valittiin follikulaaridysplasia ja glaukooma, koska molemmat ovat perinndol-
lisid ja yleisesti eri koiraroduilla esiintyvid sairauksia. Niitd tutkittaessa kaytetdan eri
menetelmia. Suomenajokoiran follikulaaridysplasiaa aiheuttavaa geenivirhetta etsittaes-
sd kaytetdan perinteistd PCR:84 (polymerase chain reaction; polymeraasiketjureaktio)
ja sekvensointia eli geenin emasjarjestyksen maarittamisté. Beaglen glaukoomaa aihe-
uttavaa geenivirhetta tutkittaessa kaytetddn reaaliaikaista PCR:4& ja mutaatiolle spesi-
fid TagMan-kemiaa, joka on menetelma, jota kaytetddn usein myos varsinaisissa geeni-

testeissa.



2 Koiran ainutlaatuinen perima

Koiran uskotaan eriytyneen harmaasudesta omaksi lajikseen noin 15 000-100 000
vuotta sitten (Savolainen ym. 2002: 1610; Lindblad-Toh ym. 2005: 803), tarkasta ajan-
kohdasta on tutkijoiden kesken edelleen erimielisyytta. Siitd ollaan nykyaan kuitenkin
samaa mielta, ettéd koiran esi-isd todella on susi — sen todistavat geenitutkimuksista
saadut tulokset. Koira ja susi ovat edelleenkin noin 99,8-prosenttisesti geneettisesti
samanlaisia, toisin kuin esimerkiksi kojootti, jota on myds ehdotettu koiran esi-isaksi.
(Lindblad-Toh ym. 2005: 803, 810.)

Koira (Canis familiaris) kuuluu koiraeldinten heimoon (Canidae), joka puolestaan on osa
petoeldinten lahkoa (Carnivora) nisdkkaiden luokassa. Koiraeldinten heimon Canis-
sukuun lasketaan kuuluvaksi kahdeksan lajia: koira, susi (C. lupus, C. rufus, C. siemen-
sis), kojootti (C. latrans) sekd sakaali (C. aureus, C. mesomelus, C. adustus). Nama
kaikki suvun lajit pystyvat lisddntymaan keskendan ja saamaan lisdantymiskykyisia jal-
kelaisia. (Galibert & André 2008: 69; Webster & Karlsson 2009: 3.)

2.1 Kesyyntymisen historiaa

Yksilon eri ominaisuuksia sdatelevat geenit sijaitsevat kaksijuosteisessa DNA-ketjussa
(deoxyribonucleic acid; deoksiribonukleiinihappo), joka on koirilla noin 2,5 miljardia
emasparia pitkd. lhmisen DNA:n pituus on noin kolme miljardia emé&sparia. Koirien DNA
on tiiviisti pakattuna 39 kromosomiparissa, ihmisella 23:ssa. Geenien maara on koirilla

ja ihmisilla kuitenkin suunnilleen sama. (Lohi 2009; Galibert & André 2008: 69.)

Arkeologiset 16ydbkset viittaavat siihen, ettd koira oli ihmisen ensimmainen kotieléin
(Savolainen ym. 2002: 1610; Galibert & André 2008: 67). Mitokondriaalisen DNA:n
monimuotoisuutta tutkimalla Savolaisen ym. (2002) tutkimusryhma tuli lopputulokseen,
ettd koira olisi kesyyntynyt sudesta noin 15 000 vuotta sitten Itd-Aasiassa. Mitokondri-
aalista DNA:ta saadaan mitokondrioista eli soluorganelleista, jotka muuttavat ruuasta
saatavan kemiallisen energian sellaiseen muotoon, ettd solut pystyvat sitd hyodynta-
maan. Mitokondriot periytyvat valtaosalla monisoluisista elidisté vain aidilta, joten mito-
kondriaalisen DNA:n avulla voidaan jaljittdd myo6s esiditeja. Mitokondriaalisen DNA:n
variaatioiden perusteella tultiin lopputulokseen, etté olisi viisi emasusilinjaa, joista koi-

rat polveutuisivat (Savolainen ym. 2002: 1610). Tuoreempi tutkimus, jonka vonHoldt



kollegoineen teki vuonna 2010, perustuu genominlaajuisiin SNP (single nucleotide po-
lymorphism; yhden emaksen muutos)- ja haplotyyppianalyyseihin, joissa verrattiin
DNA-naytteitd eri koiraroduista harmaasusinaytteisiin eri populaatioista ympari maail-
maa. Haplotyypilla tarkoitetaan alleeleja eli geenin vaihtoehtoisia muotoja, jotka yksilo
perii yhdessa toiselta vanhemmistaan; ne ovat samassa kromosomissa. Taman tutki-
muksen mukaan koiraroduilla oli eniten yhteisia haplotyyppeja L&hi-idan ja joillain ro-
duilla Euroopan harmaasusien kanssa. Tulosten todettiin olevan maantieteellisesti yh-
denmukaisia l0ydettyjen arkeologisten koirien jadnnodsten kanssa, jotka ovat perdisin
12 000-31 000 vuoden takaa. (vonHoldt ym. 2010: 898.)

Koiran kesyyntyminen ja eroaminen harmaasudesta omaksi lajikseen oli todennékoises-
ti monivaiheinen prosessi. Koira kehittyi ihmisen rinnalle molempia osapuolia hyodytta-
neen suhteen kautta; koirat ja ihmiset jakoivat keskendadn elintilan ja ruuanldhteet.
(Lindblad-Toh ym. 2005: 803.) Ihmiset ovat todennakoisesti alusta asti suosineet koiria,
joilla oli tiettyja piirteita selviytyd paremmin esimerkiksi paimentamisesta, vartioimises-
ta tai metsastyksestd. TAma keinotekoinen valinta on lisdantynyt kahden viime vuosi-
sadan aikana huomattavasti, kun nykyiset koirarodut on luotu. (Galibert & André 2008:
68.)

2.2 Geneettisen monimuotoisuuden uhat

Missddn muussa eléinlajissa ei havaita niin suurta fenotyypin eli ilmiasun vaihtelua kuin
koirissa. Taman voi todeta esimerkiksi vertaamalla tanskandoggia ja jopa sata kertaa
kevyempaa chihuahuaa (kuva 1). (Galibert & André 2008: 68.) Myds kayttaytyminen ja
kyky suorittaa erilaisia tehtévia vaihtelevat rodusta toiseen. NAma valtavat erot ovat
ihmisen harjoittaman keinotekoisen valinnan tulosta. (Galibert & André 2008: 68;
Webster & Karlsson 2009: 6.)



Kuva 1. Havainnollistava esimerkki eri koirarotujen
ilmiasujen vaihtelusta (Galibert & André 2008: 68).

Valitettavasti keinotekoisella valinnalla on ollut my6s negatiivisia vaikutuksia, etenkin
koirien terveyteen. Kun on keskitytty vain haluttuihin ominaisuuksiin ja kaytetty vain
tiettyja harvoja huippuyksil6itd jalostukseen, on koirien geneettinen monimuotoisuus
heikentynyt huomattavasti. Myds sisasiittoisuus ja puhdasrotuisuuden vaaliminen ovat
vaikuttaneet heikentavasti tilanteeseen. Sisasiittoisuuden takia geenivirheet ja perinndl-
liset sairaudet ovat rikastuneet rotuihin. (Lohi 2009; Galibert & André 2008: 68.) Puh-
dasrotuisuuden vaaliminen on luonut jokaisesta rodusta tdysin muista roduista eristy-
neen populaation; koirarodut ovatkin geneettisesti hyvin kaukana toisistaan (Galibert &
André 2008: 68; Parker ym. 2004: 1160-1161). Tama on johtanut rotukohtaisen ulko-
naon ja luonteen liséksi omiin tautiperimiin rotujen sisélla (Lohi 2009; Galibert & André
2008: 68; Parker ym. 2004: 1160-1161). Koiran historiassa on ainakin kaksi isoa pul-
lonkaulaa, jotka ovat muokanneet nykyisten koirarotujen haplotyyppirakennetta seka
johtaneet geneettisen monimuotoisuuden pienenemiseen: kesyyntyminen sudesta tu-
hansia vuosia sitten ja koirarotujen jalostaminen parisataa vuotta sitten (kuva 2). Muita
pullonkauloja ovat olleet paikalliset tapahtumat, kuten maailmansodat. (Webster &
Karlsson 2009: 4-5; Lindblad-Toh ym. 2005: 803.)
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Kuva 2. Koiran populaatiohistorian kaksi pullonkaulaa.
Ensimmainen geneettinen pullonkaula syntyi koiran
kesyyntyessa harmaasudesta. Toinen pullonkaula syn-

tyi, kun nykyiset koirarodut jalostettiin. (Webster
& Karlsson 2009)

2.3 Koira geneettisen tutkimuksen mallina

Koiran genomi on viides nisdkk&an genomi, joka on sekvensoitu kokonaan. Sekven-
soinnissa kaytettiin shotgun-menetelmaa. (Lindblad-Toh ym. 2005: 803—-804.) Termilla
tarkoitetaan satunnaissekvensointia, jossa genomi pilkotaan satunnaisen pituisiksi pa-
loiksi, joiden emaésjarjestys madritetddn (Heikkinen ym. 2002: 35-36). Sekvensointi
kattoi noin 99 % eukromaattisesta eli transkriptionaalisesti aktiivisesta genomista
(Lindblad-Toh ym. 2005: 803-804).

Sekvensoinnin kohteena olleen bokserinartun sekvensseja osittaisvertailtin 11 muun
erirotuisen koiran sekvenssipatkiin. Vertailun tuloksena saatiin kattava SNP-kirjasto
rotujen valilta. Kirjasto siséaltdd yli 2,5 miljoonaa SNP:ta eli koirilla esiintyy keskimaarin
yksi SNP tuhatta emésparia kohti. (Lindblad-Toh ym. 2005: 803—-804, 810.) Ihmisen
genomi sisdltdd noin kymmenen miljoonaa perinnollistd SNP:t& eli yhden SNP:n noin

300 eméasparin véalein (Groop ym. 2007: 1450).



SNP:t ovat geneettisen vaihtelun yleisin muoto; yli 90 % yksiloiden valisista eroista
selittyy SNP:illa (Roche Diagnostics GmbH. 2008: 216). Mutta tietyt SNP:t voivat aihe-
uttaa myos sairauden muuttaessaan geenid tai sen koodaamaa proteiinia. Jos epdilldan
vahvasti tietylla geenilla olevan osuutta sairauden synnyssa, paras tapa on tutkia yhte-
ytta sairauden ja kyseisen ehdokas- eli kandidaattigeenin SNP:iden valilla. (Groop ym.
2007: 1450-1451.)

SNP:itd voidaan kayttdd geenitutkimuksissa myo6s jonkin sairauden tai ominaisuuden
merkkind, markkerina. Tama on mahdollista silloin, kun sairausalleeli ja markkerialleeli
sijaitsevat kromosomissa niin |ahella toisiaan, etté ne periytyvat yhdessa eika valiin osu
rekombinaatiota eli uudelleenjarjestaytymistd. Rekombinaation seurauksena syntyy
uusia ominaisuusyhdistelmia suvullisessa lisdantymisessa. Rekombinaation puuttumista

kutsutaan kytkentéepatasapainoksi (/inkage disequilibrium). (Groop ym. 2007: 1450.)

Genomialueita, joissa ei juuri tapahdu rekombinaatiota, kutsutaan haplotyyppiblokeiksi.
(Groop ym. 2007: 1450.) Haplotyyppiblokeissa olevat alleelit eivat periydy eri yksiloille
toisistaan riippumatta, kuten normaalisti tapahtuu, vaan aina tietyssa jarjestyksessa.

Tama johtuu haplotyyppiblokkien alleelien vélisesta kytkentdepatasapainosta.

Koiraroduilla esiintyy heti ihmisen jalkeen eniten perinndllisia sairauksia. Niistd monet,
kuten syoévat, sydantaudit, kuurous, sokeus, epilepsia ja jopa psykiatriset sairaudet,
ovat samoja kuin ihmisella (Webster & Karlsson 2009: 4; Lindblad-Toh ym. 2005: 803;
Galibert & André 2008: 68). Noin 50 % koirarotujen vélisista elinidnodotteiden eroista
johtuu perinndllisten sairauksien aiheuttamasta kuolleisuudesta; geneettiset taudit kuu-

luvatkin koirien yleisimpiin kuolinsyihin (Sargan 2004: 503).

Mediaani-ika rotukoirilla on kymmenen vuotta, sekarotuisilla 11 vuotta. Korkea iké on
yleisin koiran kuolemaan tai lopetukseen johtava syy, sen jalkeen tulevat syovat, tuki-
ja liikuntaelimiston sairaudet, sydansairaudet sekad kaytdsongelmat, jotka kaikki ovat
perinndllisia. (Bonnett ym. 1997: 40, 42; Proschowsky ym. 2003: 63—-64.)

2000-luvulle asti sairauksien molekyyligeneettisistd tutkimuksista saadut hyoddyt ovat
virranneet péaasiassa ihmispuolelta koirille. Nyt on kuitenkin alussa aikakausi, jolloin
koirien geneettisten tautien tutkimuksista tullaan todennakdisesti saamaan suuri hyoty
my0s ihmisgenetiikan ja sen sairauksien ymmartamisessa. (Patterson 2000: 7-8.) En-
simmainen esimerkki, jossa tunnistettiin tautigeeni ensin koirilta ja sitten vasta ihmisil-

t4, on vuodelta 1999. Kyseessa oli narkolepsiaa aiheuttava geenivirhe (Lin ym. 1999).



Sairautta aiheuttavat kahden proteiinia koodaavan eksonin deleetiot oreksiinin reseptori
2:n geenissa. Oreksiini on neuropeptidi eli hermoston toimintaan vaikuttava viestimole-
kyyli. Sairauden geneettisid syita on ollut vaikea selvittda ihmisilla, koska ihmisten nar-
kolepsiatapaukset ovat usein yksittaisia. Dobermanneilla ja labradorinnoutajilla puoles-
taan sairaus periytyi tietyissé suvuissa. (Lin ym. 1999: 365-366.) Kun geenivirhe onnis-
tuttiin paikantamaan koirista, saatiin identifioitua ainakin yksi narkolepsian taustalla
oleva molekyyligeneettinen mekanismi, ja tata on voitu hyédyntaa ihmispotilaiden hoi-
dossa (Patterson 2000: 8).

Koiran eriytyminen sudesta ja vuosikymmenten rotujalostukset ovat johtaneet laajaan
kytkentaepatasapainoon sekéa laajoihin haplotyyppiblokkeihin koiran periméssa. Tama
yhdessé koiran ainutlaatuisen populaatiorakenteen kanssa, jossa eri rodut muodostavat
toisistaan eristaytyneitd populaatioita, mahdollistavat mendelistisesti periytyvien omi-
naisuuksien ja sairauksien tutkimisen huomattavasti vahemmilla markkereilla ja yksildil-
I& kuin ihmisen tautimalleissa. (Kuchtey ym. 2011; Webster & Karlsson 2009: 4; Lind-
blad-Toh ym. 2005: 803, 813, 816-817; Galibert & André 2008: 71-72.) Mendelistisella
periytymiselld tarkoitetaan mendelististen periytymissdantéjen mukaisesti periytyvaa
ominaisuutta tai sairautta; periytyminen tapahtuu yhden geenin valityksella joko ei-
sukupuoleen sidotusti vallitsevasti eli autosomaalisesti dominantisti, autosomaalisesti
peittyvasti eli resessiivisesti tai X-kromosomaalisesti vallitsevasti tai peittyvasti. Koirat
ovat tarkedssa asemassa tutkittaessa ihmisen sairauksia myds sen vuoksi, ettd niilla on
suhteellisen pitka elinian odote ja suuri koko, seké lisdksi monet koiran kudokset toimi-
vat samalla lailla kuin ihmisen (Sargan 2004: 503). Lisdksi koiran DNA-sekvenssi on
homologinen, eli se on samassa jarjestyksessa ihmisen DNA-sekvenssin kanssa ja gee-
nien toiminta on samanlaista (Patterson 2000: 7). Koiran kartoitettu genomi ja SNP-
kirjasto auttavat perinnéllisyystieteilijoitd ja tautitutkijoita selvittdmaan perinnollisten
tautien takana piilevia geenivirheita. Koiria kdytetddnkin yha enenevassa maarin tauti-

malleina ihmisen vastaavissa sairauksissa.



3 Koirarotujen historiaa

Koirarotujen jarjestelméllinen jalostaminen alkoi 1800-luvulla Englannissa (vonHoldt
ym. 2010: 898). Tuolloin perustettiin ensimmaiset rotujarjesttt ja alettiin julkaista ro-
tumaaritelmid. Eri maat alkoivat kehitella omia rotujaan; Suomessa néaihin rotuihin kuu-
lui muun muassa suomenajokoira ja Englannissa beagle. Tana paivana erilaisia koiraro-
tuja tunnetaan yli 400. (Parker ym. 2004: 1160)

3.1 Suomenajokoira

Ajokoirametsastysta harrastettiin Suomessa 1800-luvulla monen rotuisilla koirilla. Suo-
men Kennelklubin perustamisen aikoihin vuonna 1889 alettiin kehitella sopivaa ajo-
koirarotua Suomen olosuhteisiin; koiran tulisi parjatd hyvin mékisessa ja runsaslumi-
sessa maastossa. Jalostustyotd tehtiin maassa jo olevien ajokoirarotujen avulla. Rotu-
kirjan osastoon “suomalainen ajokoira” paasivat madriteltyjen rotumerkkien mukaisiksi
todetut ajokoirat jalkelaisineen, joilla oli palkinto sekd nayttelyistd ettéd ajokokeista.

(Suomen Ajokoirajérjesto.)

Ajokoiran ominaisuuksia muutettiin ja vahvistettin moneen kertaan 1900-luvun alku-
puolella. Ulkomuodon ohella jalostettiin koko ajan myo6s kayttdominaisuuksia. Suo-
menajokoiran varitykseksi vakiintui kolmivarinen musta mantteli (kuva 3), ihannekor-
keudeksi uroksilla 57-59 cm ja nartuilla 54-56 cm, ja kdyttdominaisuuksia testattiin

ajokokeilla. (Suomen Ajokoirajarjesto.)

Kuva 3. Suomenajokoira (Suo-
men Kennelliitto).



Suomenajokoiralla on ndhtavissa hidasta nousua keskimaaraisessd sukusiitosasteessa
(Maki 2004: 18). Sukusiitosaste lasketaan jakamalla koiran vanhempien sukulaisuus-
suhde kahdella. Pennun sukusiitosaste ei siis riipu vanhempien sukusiitosasteista vaan
siitd, ovatko vanhemmat keskenadan sukua. Jos vanhemmat ovat esimerkiksi sisaruksia
kesken&én, on niiden sukulaisuussuhde 50 % ja niiden pentujen sukusiitosaste 25 %.
Jos vanhemmat ovat keskendan puolisisaria, on niiden sukulaisuussuhde 25 % ja nii-
den pentujen sukusiitosaste 12,50 %. Haitallisen sukusiitosasteen rajana pidetddn
yleensd kymmenta prosenttia; jalostuksessa tulisi kuitenkin pyrkid pitdmaan sukusii-
tosaste kuuden prosentin alapuolella, eli serkusparituksiakin (pentujen sukusiitosaste
6,25 %) olisi syyta valttad (Méki ym. 2001: 220).

Sukusiitosasteen nouseminen on tyypillistéa suljetuille koirapopulaatioille, joihin ei tule
uusia tuontikoiria (Méki 2004: 18). 1990-luvulla suomenajokoiria, joiden sukusiitosaste
oli yli kymmenen prosenttia, oli noin kuusi prosenttia kannasta (Karjalainen & Ojala
1997: 38). Tana paivana luvun voidaan olettaa olevan jo hieman korkeampi. Suljetun
populaation ohella sukusiitosastetta nostaa tiettyjen harvojen urosten suosiminen astu-
tuksissa; 13 vuoden tarkastelujaksolla (1978-1991) suomenajokoirauroksista astutuk-
seen kaytettiin vain 8-12 %, nartuilla vastaava jakauma oli 19-23 % (Maki ym. 2001:
223).

Suomenajokoira on Suomessa edelleen suosittu rotu. Vuonna 2010 suomenajokoiria
rekisteroitiin 1 784, ja rotu oli siten kolmanneksi suosituin (Suomen Kennelliitto 2011).
Suomenajokoiria rekisterdidadn kasvavaan tahtiin myds Ruotsissa ja Norjassa, joten se
on suomalaisena rotuna varsin laajalle levinnyt. Suosion taustalla lienee suomenajo-
koiran loistava menestyminen ajomestaruuskilpailuissa. Suomenajokoiran jalostuksen
paatavoite on edelleenkin hyvien kayttdominaisuuksien vaaliminen janiksen ja ketun

ajoa silmalla pitden. (Suomen Ajokoirajarjesto.)

3.2 Beagle

Beagle (kuva 4) on isobritannialainen ajava koirarotu, jonka ensimmaiset yksilot elivat
1300-luvulla. Rotu alkoi yleistyd 1600-luvulla, ja esimerkiksi Yhdysvaltoihin se levisi
1800-luvulla. Suomeen saapui vuonna 1911 ensimmainen beaglepari, mutta muutaman
pentueen jalkeen beagleja alettiin risteyttda isojen ajokoirarotujen kanssa. Suomalai-

nen beaglekanta onkin perdisin vasta vuonna 1956 Yhdysvalloista tuoduista kolmesta



10

koirasta. Beagle vakiinnutti Suomessa asemansa jo 1960-luvulla suomenajokoiran jal-

keen toiseksi levinneimpéana ajokoirarotuna. (Sarméa 2011.)

Kuva 4. Beagle (Suomen Beaglejarjesto).

Vaikka beagle alkoi jo 1960-luvulla levitd myds nayttely- ja seurakoiraksi, se on pysynyt
kuitenkin erittain hyvin metséastyskoirana, joita on 85-90 % Suomen beagleista. Rodun
suosio metséastajien keskuudessa perustuu luontaiseen jéniksenajoon ja hyvaan vai-
nuun. Rotujarjestd painottaakin rodun metsastysominaisuuksien vaalimista. Beagleja
on kaytetty yleisesti myds ladketieteellisissa laboratoriokokeissa sekd kayttaytymis- ja
kehitystutkimuksissa niiden pienen koon ja sdysedn luonteen vuoksi. (Sarma 2011.)
Beaglen sék&korkeus saa vaihdella valilla 33-40 cm (Suomen Kennelliitto). Varina hy-
vaksytdan kaikki englantilaisperdisen ajokoiran varit paitsi maksanruskea (Sarma
2011). Beagle sijoittui vuonna 2010 sijalle 20 Suomen suosituimpien Kkoirarotujen listal-

la, rodulla on keskim&arin 600 rekisterdintia vuosittain (Suomen Kennelliitto 2011).

Koska Suomen nykyinen beaglekanta pohjautuu vain muutamaan tuontikoiraan, lahtoti-
lanteen suppea koiramaara nakyy suomalaisten beaglejen aluksi korkeana, mutta nyt-
temmin laskevana sukusiitosasteena. Nykyaan kanta taydentyy kuitenkin ldhes vuosit-
tain uusilla tuontikoirilla. Huolimatta siita, ettd rodun keskim&ardinen sukusiitosaste
nayttdd olevan pienenemadssa, on kannasta edelleen huomattava osa sellaisia koiria,
joiden sukusiitosaste on vahintddn kymmenen prosenttia. Lahes 90 % uroksista on
jaanyt 20 vuoden tarkastelujaksona (vuodet 1980-2000) kayttamattd jalostuksessa.
Narttujen osalta tilanne on samanlainen; siitokseen kayttamattdmien narttujen osuus

on tarkastelujakson ajan pysytellyt 75-80 %:n tienoilla. Suomen Beaglejarjeston Jalos-
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tusjaosto onkin yllapitanyt siitosuroslistaa, jonka tarkoituksena on paitsi ohjata astu-
tukset uroksille, joiden voidaan osoittaa olevan metsastysominaisuuksiensa puolesta
hyvid yksildita, myds tasata jalkeldisten kasaantumista samoille uroksille. Huomattava
osa astutuksista ohjautuukin uroslistalla oleville koirille, mutta listan koirien tasainen

kaytto ei ole onnistunut. (Suomen Beaglejarjesté 2009: 6-7.)
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4 Taustaa follikulaaridysplasiasta ja glaukoomasta

4.1 Follikulaaridysplasia

Follikulaaridysplasia eli mustan karvatupen kasvuhéirid (kuva 5) on perinnéllinen saira-
us, ja sen oletetaan periytyvan autosomaalisesti ja resessiivisesti (Schmutz ym. 1998:
645). Se aiheuttaa karvojen harvenemista ja haurastumista tyypillisesti korvissa, selas-
sa ja kyljissa. Oireet voivat edetd jopa lahes taydelliseen kaljuuntumiseen kyseisilla
ihoalueilla. Muita iho-oireita ei yleensa ole ja koira voi muuten hyvin. (Lohi 2009.) Folli-
kulaaridysplasia liittyy vain mustaan karvoitukseen kaksi- tai kolmivarisilla koirilla (Knot-
tenbelt & Knottenbelt 1996: 476), kuten salukeilla, jackrussellinterriereilld, isominste-
rinseisojilla ja sekarotuisilla (von Bomhard ym. 2006: 182). Suomalaisista roduista sai-
rautta esiintyy esimerkiksi suomenajokoirilla. Tauti ilmaantuu koiralle yleensa 2—4 vuo-
den iassa (Lohi 2009), joskus jopa ensimmaisten elinviikkojen aikana (Welle ym. 2009:
76). Oireiden vakavuus vaihtelee yksildsta toiseen, samoin niiden alkamisikd. Diagnoosi
tehd&an usein pelkkien Kliinisten oireiden perusteella, mutta varman diagnoosin takaa
vain kudosnéayte. (Welle ym. 2009: 76, 79.)

Kuva 5. Vasemmalla nékyy tyypillinen karvojen harventuminen follikulaaridysplasiaa
sairastavalla yksilolla. Oikealla terve koira. (von Bomhard 2006: 184)

Turkin varin laimentumisen (kuva 6) on todettu altistavan erityyppisille karvan l1aht6a
aiheuttaville sairauksille. Turkin varin laimentuminen on pigmentaation fenotyyppi eika
siis varsinainen sairaus, jota esiintyy koirilla ja muillakin nisékéaslajeilla. Toisin kuin folli-
kulaaridysplasia, turkin varin laimentuminen vaikuttaa muunkin vériseen karvaan kuin
mustaan. Turkin varisdvy on tuolloin vaaleampi kuin normaalisti. Jos turkin vérin lai-
mentumisen liséksi esiintyy epdnormaalia karvanlahtda tai jopa karvattomia ihoalueita,

on kyseessa vérin laimentumisen alopekia (color dilution alopecia, CDA). Toinen ihosai-
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raus, jolle turkin vérin laimentuminen altistaa, on follikulaaridysplasia. (Drégemuller
ym. 2007: 468; Welle ym. 2009: 75.) Tamé& havaittiin, kun osalla tutkittavista koirista,
jotka ilmensivat turkin varin laimentumista, esiintyi myos véarin laimentumisen alopekia
tai follikulaaridysplasia. Kudosnaytteitéa tutkittaessa selvisi, ettd vérin laimentumisen
alopekia on hyvin samankaltainen follikulaaridysplasian kanssa; molemmissa nahdaan
samanlaisia pigmenttikasaumia sairaassa ihossa ja karvassa. (Carlotti 1990: 43.) Folli-

kulaaridysplasiaan tosin ei liity aina turkin vérin muutosta.

Kuva 6. Vasemmalla turkin varin laimentumista ilmentdvéa dobermanni, oikealla normaali yksild.
(Philipp ym. 2005)

Turkin vérin laimentuminen johtuu geenivirheestd, jonka seurauksena melanosomien
kuljetus ihossa ja karvassa on liian vahaistd. Tamé& puolestaan johtaa suuriin pigment-
tikasaumiin karvan varressa, karvatupessa ja/tai ihossa (kuva 7). (Laffort-Dassot ym.
2002: 253.) Melanosomit ovat melaniinia eli tummaa pigmenttia siséltavia soluliman
jyvasia, jotka syntyvat melanosyyteissd. Melanosyytit ovat ihossa esiintyva solutyyppi,
jonka tehtava on tuottaa melaniinia sek& siirtda sita karvoihin ja ihon eri osiin pitkien
haarojensa avulla, jolloin karvat ja iho saavat tumman séavyn. (Nienstedt ym. 2000: 95;
Solunetti 2006.) Taméa kuljetussysteemi hairiintyy turkin varin laimentumisessa. Mela-
nosyyttien maara on suunnilleen sama ihon- ja turkinvéarista riippumatta, mutta niiden

tuottoisuus on suurempaa tummaihoisilla ja -turkkisilla (Nienstedt ym. 2000: 95).
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Kuva 7. Varjatty kudosnayte follikulaaridysplasi-

aa sairastavan koiran ihosta. Kuvassa nakyy kak-
si karvatuppea, joissa on kasaantunutta melaniinia
melanosyyteissa (nuolenkarjet) ja solujen ulkopuo-
lella (nuolet). (von Bomhard ym. 2006: 184)

Turkin véarin laimentumista aiheuttava geenivirhe jaljitettiin koiran kromosomiin 25 ja
siella koodaamattoman eksonin 1 viimeiseen nukleotidiin (Drégemduller ym. 2007: 468).
Kyseessd on mutaatio MLPH-geenissd (MLPH melanophilin; melanofiliini). Mutaatiota
osattiin etsia juuri tasta geenista, koska tiedettiin, mitk& geenit johtavat normaalin tur-
kinvarin eri variaatioihin. Naméa geenit, MYO5A, RAB27A ja MLPH, osallistuvat pigment-
tijyvasten tasaiseen jakautumiseen, kuljetukseen seké& sijoittumiseen ihossa ja karvas-
sa. MLPH-geenin ero kahteen muuhun varia saatelevaan geeniin on se, ettd mutaation
MLPH-geenissa ei tiedeta aiheuttavan mitdan muita oireita (Philipp ym. 2005.) Liséksi
MLPH-mutaatio on havaittu useilla erirotuisilla koirilla, jotka ilmentéavat turkin varin lai-

mentumista (Drogemduller ym. 2007: 468).

LOoydetty mutaatio MLPH-geenisséa on yhden emaksen muutos, jossa G-nukleotidi muut-
tuu A:ksi; MLPH c.-22G>A (Drogemdller ym. 2007: 470). c.-22 indikoi SNP:n tarkkaa
paikkaa geenissa: tdssd se on 22. nukleotidi alkaen koodauksen aloittavasta ensimmai-
sesta ATG-kodonista ylavirtaan. Kodonit ovat kolmen perédkkéaisen eméaksen jaksoja
MRNA:ssa (messenger ribonucleic acid, 1ahetti-ribonukleiinihappo). Ne maaraavat pro-
teiinisynteesissa kaytettavat aminohapot. Kuvassa 8 on koiran MLPH-geenin mRNA-

sekvenssi eli siitd on jo poistettu proteiinia koodaamattomat intronit.
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GOGCTCRECC TEECOCCEEC CRTCCTGCET CGCCCCRGTE CBCCCEGRCC 50

CACECOCCEC CTGCTCRCCT TCCTTCCCCT GTAGGROCGE ACACACCACC 100
COCREGEECE GEGCCRGEEC CTGCCOSCCT CGGGRRRGGR GOOEGTSISR 150
TCCTGRCLAG L.Aaas-s“ GRRLRRRCTG GATCTTTCCR RECTCROGGER 200
CGRRGREECC RARGCRCGTCT GGGRRGTGET TCRGOSGEAC TTTSACCIGR 250
GCRAGGRARGE RGRGGRACER tTGGRGGGET TGRRGEGCAR GRTTARGRRG 300
GRRRGCTCOC RGCSGGRECT GCTTECSGAC TOCGOSCRCC TERRTERERC 350
CCRCTGTECC CECTGCCTEC RGCCCTRCCS GCTTCTCgTS RCOCCCRRRR 400
GGCAATGCCT GGACIGICAC CTICTICACCT GCCRAGACTG CAGCCACGCC 450
CACCCGGAGG AGCAGGGCTG GCTEIGCGAC CCCTGCCACC TGGCCAGAGT 500
TGTGRRGRTC GECTOGGTRG RGTGETRCCR CRRGCRCCTE RGGECCOSCT 550
TCAAGCGGTT CGGGAGTGCC BAGETGATCC GETCCCIGTE CEGACGECIE €00
CREGETECHE GITCGCCTER CRGCRTGCGC RGCTCSCCTS RCARCCRCRG 650
TGEGCCGERE CCRRGTCCTS GOGREGGRAG TGGRGRCRGT GRACAGRCRG 700
LTEREGRTGE RGRRCTGGEC RCRGTGECCC RGEOCCRGCC CCTCGECRGC 750
LCRRRRRRGC GOCTCTOCTT CCROGACTTG GRCTTTGRGE CRGRCTCIGR 200
CGACTCCRCT TGGICTGGAR GTCACCCCCC CCACICGTCC CCAGICTCAG 250
TGEOCACRGE CRGCCTGCRG GTCCCGTGIS COCRGECCCT CROSCRTEST 300
CCTCGTGCRG RGGROGCCTC CCRGERGGCC GOCGTCCTGE RGGRGEOSER 950
TGTTGATECC GCTEGETECC GIGCECATCC RGRAGRGCAS RTGEACRECC 1000

TCICRCCTGC CGEACEEEAC GCCCTCECCE AECCCTEOCT CCCTECEEEE 1050

TCCTGCRECR CAGCCECRGC TGEEACECAC GCCATCGEGER GEGEAGCOCC 1100
CCECTCCCRE CATCTGECCG RCGCOGEACAT CTCCGICTICC GRRGRCERGEG 1150
GCROCGEEEC TCOGEECACC RCCTCTCREC ATCCCCGACE GEEAGECCRC 1200
LCTCCGECTE RAGRGCCRETG TCTCEOCGEC CECERGCCCL CoGRCEOTG. 1250

CRAGRGARGRE GAGRCCCICR GGAGgaagCT GGRAGEAGCTE RCCTECCGCG 1300
TCARGTGRCCR GGRCECCICG TCCGAGGLEG CGEEEAGCGEL GGRGGERARGEG 1350
TCAGACCTGE CCRGERAECCC CTCCTCGCAG GRCCTICCCOE GEECRECCCC 1400
aGREETETGEC GOGGCTEOEE GCCRRRCGCR C""" CGEGAC RCGRCCOCC 1450
GEEECCCTCR GERCCTICGTIG CRGCCCGEC CCRCLGR CGRGEAGCTIGE 1500
CTGCRECTGE RAGEACAGRGT GECCCTGRACG SCCIG‘I%SG TCCRAGCREET 1550
GEAGARGECGRE GTGTCCRACE TCARGTCCAR GATTGCGECC TIGCRGECTG 1600
CEEEGCTCRC GETGRAGCCC TCGEGEALEC CCOCGEAGEAR GICCRACCTIC 1650
CCGATATTITC TICCCCERCT TGCTGEGRET TRACGRCCAGH GECCTARGGER 1700
TCCG GCR GAGCCTITCEE RCGERGGETEAC TGCGCCCTAT CTCCTICRGRR 1730
GEARGTTCRE TARTTCTCOCG ARARGCCRAG GTAGRGECCGC CGRCTCTGCT 1800
CEEOCGETCGEE CGTCAGCGTA CCGOEEATCC CTGROGCAGH GGRACCCCRAE 1850
CRECRGEARE GEEGTEECCGE CCCRCRGCTT CGCRARGCCT GIGATGROCC 1900
LECRECCCTG A

Kuva 8. Koiran melanofiliinigeenin mRNA-sekvenssi. Punaisella
korostettu G-nukleotidi on SNP:n paikka ja vaaleanpunaisella on
korostettu koodauksen aloittava ATG-kodoni. (Muokattu lahteesta
www.ncbi.nlm.nih.gov)

Mutantin A-alleelin osoitettiin vahentdvan silmukointitehoa (Drégemduller ym. 2007:
468-470). Silmukointi on prosessi geenin transkription ja translaation valissd, jossa
geenistd poistetaan sekvenssit, jotka eivat vaikuta proteiinin sekvenssiin. Geenivirhe
altistaa myos follikulaaridysplasialle, mutta sairauteen liittyy todennadkéisesti muitakin
muokkaavia tekij6itd. Koska follikulaaridysplasiaa esiintyy monilla roduilla, on kyse van-

hasta mutaatiosta. (Welle ym. 2009: 79.)

Schmutz ja Berryere tutkivat myds RABZ27A-geenin osallisuutta follikulaaridysplasiaan
isomunsterinseisojalla ja varin laimentumisen alopekiaan italianvinttikoiralla (Schmutz &
Berryere 2007: 547). RAB27A-geeni vaikuttaa yhdessa MLPH-geenin kanssa ihon pig-
mentaatioon, ja mutaatioiden RAB27A-geenissa tiedetdaan aiheuttavan ihmisilla tiettya
albinismin lajia (Strom ym. 2002: 25423). Geenista ei kuitenkaan |0ytynyt muutoksia
sairailla koirilla (Schmutz & Berryere 2007: 547).
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Suomen Ajokoirajarjestd suoritti 1990-luvun alussa suuren kyselytutkimuksen suo-
menajokoirien omistajille koskien ruokintaa, liikuntaa, terveyttd ja mahdollista kuolin-
syyta. Kyselyyn vastasi reilu tuhat omistajaa. llmeni, ettd ihosairaudet olivat suurin
yksittainen sairausryhma, joka oli aiheuttanut koiran lopetuksen. (Suomen Ajokoirajar-
jestd 2005.) Karvaton iho on hyvin altis pakkaselle ja auringolle (Philipp ym. 2005), ja
koska kyse on pé&dasiassa metsastyskoirista, jotka viettdvat usein suurimman osan
elamastadan ulkona, ihosairaudet ovat vakavasti otettava riski. Rodulle asetettu jalostus-
tavoite onkin sailyttad nykyinen tilanne muiden kuin ihosairauksien ja lonkkadysplasian
suhteen. lhosairauksia oli 7 %:lla kyselyyn osallistuneista suomenajokoirista, tavoittee-
na olisi saada laskettua luku 4-5 %:iin. (Suomen Ajokoirajarjestd 2005.) Tahan toivo-

taankin kehittyvad geeniteknologiaa avuksi.

4.2 Glaukooma

Glaukooma eli silmanpainetauti on ndkéhermon sairaus, joka johtuu silmén verkkokal-
von gangliosolujen etenevasta surkastumisesta. Gangliosolut ovat yksi verkkokalvon
solutyypeista, joista aksonit eli viejahaarakkeet lahtevat ndkdhermoon. Gangliosolujen
rappeutuminen johtaa nakdhermon rappeutumiseen. Jos lisdksi kammionesteen tuo-
tossa ja sen ulosvirtauksessa on hairidita, kuten usein glaukoomassa on, syntyy kam-
mionesteen tuoton ja ulosvirtauksen vélille epatasapainoa, ja silméanpaine nousee. Tal-
[6in sairaus on hyvin kivulias. (Ahonen 2011.) Silm&npaineen nousun seurauksena sil-
man eri osat, erityisesti ndkbhermon paéa ja verkkokalvo, saattavat vaurioitua. Hoita-
mattomana tauti aiheuttaa sokeuden, joten nopea hoitoon péasy on ensiarvoisen tar-
keaé. (Elberkennou 2007; Jaloméki & Anttila 2001: 281.)

Primaarisesta eli ensisijaisesta glaukoomasta puhutaan, kun glaukooma ei ole seuraus-
ta muusta silma- tai yleissairaudesta (Elberkennou 2007; Jaloméki & Anttila 2001:
283). Se on perinnéllinen sairaus, joka johtuu verkkokalvon gangliosolujen rappeutumi-
sesta sekd mahdollisesti sarveiskalvon ja pupillin valisen etukammiokulman seké sade-
kehasyvennyksen rakenteellisista poikkeavuuksista (Ahonen 2011). Nama rakennevir-
heet estavat kammionesteen normaalin ulosvirtauksen (kuva 9), jolloin silmanpaine
nousee. (Jalomaki & Anttila 2001: 283; Kuchtey ym. 2011.) Avokulmaglaukoomassa
kammiokulma on normaali (Ahonen 2011). Kammionestettd erittyy koko ajan taka-
kammioon, josta sité siirretddn etukammioon pupillin kautta, ja sitd poistetaan silmasta

etukammiokulmasta lahtevien aukkojen kautta. Kammionesteen paineen ansiosta sil-
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mamuna saa muotonsa ja sen valityksella silman eri osat saavat ravintonsa. (Nienstedt
ym. 2000: 501-502.) Primaarinen avokulmaglaukooma on yksi yleisimmista sokeuden
aiheuttajista seka koirilla ettd ihmisilla (Jaloméki & Anttila 2001: 281; Kuchtey ym.
2011).

varikalvo

.\;\\\
/ \\ etukammiokulma
/
sarveis- _L etu- | linssi
kalvo | | kammio \.\ /
| Q /
\' \ Fa \\\_‘ /
takakammio

Kuva 9. Koiran silmén kammionesteen normaali virtaus. (Muokattu
lahteesta Jalomaki & Anttila 2001: 282)

Alkuvaiheessa koiran glaukooma voi olla ldhes oireeton. Talldin pupilli on normaalia
hieman laajempi ja voi esiintya sarveiskalvon lievdd samentumaa seka silman lievaa
punoitusta. Nama oireet jadvat usein koiran omistajalta huomaamatta, jolloin hoitoon
paasy viivastyy ja sairaus padsee pahenemaan. Seuraavassa vaiheessa silmanpaine
nousee yllattden; pupilli on selvasti laajentunut, silma on hyvin punainen, sarveiskalvo
on samea, esiintyy lievdd mulkosilmaisyyttd sekd verkkokalvon ja nakoéhermonpdan
muutoksia. (Jalomaki 2010.) Tarkein diagnostinen toimenpide epailtdessa glaukoomaa
on molempien silmien silmanpaineiden mittaus. Toinen tarke& toimenpide on goniosko-
pia eli etukammiokulman téhystys, jolla tutkitaan etukammiokulman rakennetta. Glau-
koomaan ei ole tehokasta hoitoa, ja usein koirat eivat edes vastaa hoitoon; glaukoo-
mahoito onkin p&adasiassa sokeutumisen hidastamista. Kivunlievitys ja silmén paineen
alentaminen laakityksella ovat tarkeimmat hoitokeinot. (Jaloméki & Anttila 2001: 281,

283-284.)

Koirilla primaarista avokulmaglaukoomaa eli POAG:ta (primary open angle glaucoma)
aiheuttava geenivirhe on paikallistettu beagleilla. Sairauden tutkimiseksi perustettiin

beaglekolonia, koska rodulla esiintyy luonnostaan edelld mainittua sairautta. Useam-
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man sukupolven astutuskokeet glaukoomaa sairastavilla beagleilla osoittivat, ettd POAG

periytyy todennakagisesti autosomaalisesti ja resessiivisesti. (Kuchtey ym. 2011.)

Beaglen kromosomista 20 10ytyi 4 000 eméksen laajuinen alue, joka kytkeytyi glau-
koomaan ja sisdlsi glaukooman aiheuttavan geenivirheen (Kuchtey ym. 2011). Kytken-
taanalyysi perustuu geenimarkkereihin, jotka todenndkéisemmin kuin muut alleelit pe-
riytyvat yhdessé sairauden aiheuttavan geenivirheen kanssa (Twyman 2003). Kandi-
daattigeenivertailussa taas verrattiin 16ydettyd geenialuetta ihmisen geenialueen kans-
sa, jonka tiedetddn saatelevan silmanpainetta. Koiran POAG-lokuksen eli alueen kro-
mosomissa geenien lukumaéaré ja jarjestys oli vastaava kuin ihmisen silménpainetta

sdatelevan geenialueen. (Kuchtey ym. 2011.)

Beaglejen glaukooman aiheuttava geenivirhe sijaitsee ADAMTS10-geenissd (ADAM me-
tallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 10) eksonissa 17, kohdassa
56 097 365; ADAMTS10 56097365 G>A. Tassa SNP:n tarkka paikka on ilmoitettu ge-
nomisen referenssisekvenssin mukaan. Tdma G-nukleotidin muuttuminen A:ksi aiheut-
taa sen, etta glysiinin sijaan koodataan arginiini. Glysiini-aminohappo sijaitsee valmiissa
proteiinissa kohdassa 661, joka on proteiinin rakenteessa jyrkassa kaarteessa. Taméan
perusteella voidaan olettaa, ettd glysiinid tarvitaan proteiinin laskostumiseksi oikeaan
muotoon. Nain ollen gly66larg-muutos hairitsisi ADAMTS10-geenin normaalia raken-
netta. Gly66larg-mutantin huomattiinkin hajoavan nopeammin kuin normaalin
ADAMTS10-proteiinin, jolloin sitd on myds vahemman kudoksessa kuin normaalia pro-
teiinia. (Kuchtey ym. 2011.) Kuvassa 10 on koiran ADAMTS10-geenin mRNA-sekvenssia

mutaatiokohtineen.
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CEEFIGATECT FOCCAGECIE TGARCAGEEE RAGEROGCEIECT SIEEEEECIZE S50

COFECREIDE GEECTEEACE GRGRCATICIE GACACCIEET CT T_'I-Sf_']: 100
"""""" 00 RGRICCICCE T RCCCTGEEEC TEEECCICAC 1350
ATTCCERACGTC ATACATGCCT AGATEACITC CIGICCRGIC 200
TGGAGRGECIA TEAGATCGECC GAGTCGGEACCE CRATGEEGCA 250
CTECIEE0CT TCOICACDOCOCC GRCTOCOCEE RGECAGOEIC EEEECRCRRE 200
GOCRRCGACRE TCTTCIACAR GETIEECIECA CCCAGCROCC 350
ACTTCCTEIT GRACCTIRACT CECAGICOCC GOUTITCTAGC AGERECRCEIC 200
TOOETEEAET RCIGERCRCE GFEREEECICIE GOCTGEECAGR EEETIEIOOE 250
FOOCCRCIEC CICTACECCE GUCARCTITIECR GEEOCAGECC EECAGCIOOC 500
ACEFTEECCAT CRECRCCICET EEEEECCOTED ACEECOCTGEAT CETEECRGAT S50
GAAGARGAAT ATTIGATCGA GCCOCIGCAR GEIGEGEOCC EEEECOCA E0O0
GEFOCCRGAE GRERGIEECC OCCATELEED GLACRAECDEC TOCICICTEC ESO
GICACCCOCOCA COCIGEACACE GCCICIGEAC TCAGAGACER GRAACCETEE TOO
RAREEEEOFED OFIGETEECT EOECACCCIE ARGOOEOCAC CIECCREEIC 730
CCIGEECAAT GRARCAGAGC GIGECCRGOC AGEOCIGAAG COECICEETCA BOO

GOCOGRAGREOE CIACGIGEAG ACCCIEEIEE TEEOCCGACAR GATERIGEIE BSO0
GOCTRCCRDE GEECOECCOEAGE OETECERRCAE TROGETCECTEE CCATCARIGRR 500
CATITGITECC ARACTITICC AGGACICGAG TCIGEGAARAC ATCGEITARATIA 5350
TOTTEETEAT ROGCCTICATC CTIECTCACEE: AGERCCAGDC CROCTTEGREZ 1000

ATCRCCCRAOD ACECOFEEAA GICCCIGEAC AGCITCIGIA AGIGECAGRAR 1050
ATCCATOFIE RARCCECRECE GFOCATGEECARR CECOCATIOCE ERGARCEEIE 1100
TEFOCAADCE TEACACRGCE GIGCICATCA COEOECTAIGA CATCIECATIC 1150

TATAGEAACE RRCCCIGIGE CACICIAGEC CIGECCCOCE TEGEIEEGAT 1200
GIECEREDET GRECEEARECT GCAGCATTARR CERGEACARTC EECCTEECCAR 1250

COECCTTCAC CRICGEOOCAT GAGARTITGEGAC ACROGITIGE CATGRARCCAC 1300
GAROEECOCETEE ECARCAGTTE OEEEEICOED GEECCAGEARCC OEEICRRGIT 1350
CATEECCOECC CRCRATCATCCR TCEARGRCCAR COOCITICEIE TEEICAICCT 1400
GCAGCCOEOEA CIACAICACC RECTITICIEE: ACTIOEEECOCT EEEECTIETEC 1430
CIGRARCRACC EECOCOCCCCAC ACAGERCTIC GIETACCCAR OECEIGECACC 1500

GECCAGECC TATGACECAEG ATGARCRGIE COECITCCAR CATEERGETCA 15350

AATCECOGICA GIGTAARRTAC GEEEAGGTCT GCAGCCGAGCT GIGEFIGICIC 1€00
AGCRRGAGCR ROCGEIGECAT CRCCRACARED ATTCCAGOCE COGAZEECAC 1E30
GTIETECCAE RCECACATCR TCOGRCARRGEE GLEETCECIAC RRGIOECETET 1700
SIGTCCCOCIT CEEETOECEE COEEAGEEDE TEERCOGEREEC CIEEEECOOE 1730
FEEECERTCIE CREOOEEROE TECDEEOEEIE EOEIETOCIC 1800
CICCAECOEE CRCIGCOGACE GCOCCAGEDC ARCRATOZER SECARGTACT 1850
GOCTEECEIER GREECEECER CRACORCTOCT GECARCACDDER OEACTEICOT 1500
CCAGECTOCOC AGERCITCAC GEARATGCAG TECICIGAAT TIGACAGCOET 1850
CCCOCITOCGT GEARAATTICT ACACCEIGGERAE GRCCTACCGR GEAGEEEGECE Z00O0
TEARCECCIE TTCACICARCAE TEOCTGEECCE AAGECTITCAR CITTTACRCE 2050
GAGREEECAG CEECCEIAGT SS.&L‘ISGE‘H SOCTEO0ECC CEGACACRET Z100
GEACATTICT GICRGIGECE ACGTECARECR TETEEECTET GACCEEETOC 2150

Kuva 10. Koiran ADAMTS10-geenin mRNA-sekvenssid, katkaistu
loppupéésta. SNP-kohta on punaisella korostettu G-nukleotidi ja
korostettu ATG-kodoni aloittaa koodauksen. (Muokattu |ahteesta
www.ncbi.nlm.nih.gov)

Terveen koiran silmassd ADAMTS10-proteiinia tuotetaan runsaasti kammiokulmassa
olevassa huokoisessa kudoksessa, jonka aukkojen kautta kammioneste kulkee.
ADAMTS10-proteiini kuuluu metalloproteinaasien ryhmaan, joka vaikuttaa soluvéliai-
neen sadatelyyn. Tdman vuoksi seka hairid proteiinin toiminnassa ettéa gly66larg-
mutantin nopeampi hajoaminen voisi aiheuttaa lisdéntynyttd vastustusta kammiones-
teen virtaamisessa edelld mainitussa kudoksessa, josta on seurauksena POAG. Tarkkoja
mekanismeja, jotka lisddvat kammionesteen virtauksen vastustusta, ei kuitenkaan viela

tunneta kunnolla. (Kuchtey ym. 2011.)

Kuchteyn tutkimusryhma maaritti tutkimuksessaan myds POAG:ta& aiheuttavan geeni-
virheen kantajafrekvenssin normaalissa beaglepopulaatiossa. Geenivirhetta etsittiin 48

terveesta koirasta, jotka eivat olleet mitaan sukua kolonian koirille. Vain yhdeltd néista
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koirista 10ytyi sairausalleeli heterotsygoottisena, muilla oli normaali alleeli homotsygoot-
tisena. Tasta voitiin arvioida geenivirheen kantajafrekvenssiksi noin yksi prosentti yh-
dysvaltalaisessa beaglekannassa. (Kuchtey ym. 2011.) Beagle on varsin terve rotu, jon-
ka yleisimmat sairaudet ovat piilokiveksisyys, purentaviat sekd nikamien ja valilevyjen
vauriot. (Sarméa 2011.) Glaukooma ei ole beaglejen isoin ongelma suomalaisessa popu-
laatiossa. Suomen Kennelliiton yllapitAmassd KoiraNet-jalostustietojarjestelméssa
(http://jalostus.kennelliitto.fi/) ei ole ainuttakaan glaukoomaa sairastavaa beaglea (ti-
lanne 27.4.2011), mutta koska kyse on usein sokeuttavasta sairaudesta, voitaisiin gee-
nitestilla varmistaa sairauden pysyminen poissa. Glaukooman tyyppirotuja ovat esimer-
kiksi amerikancockerspanieli, basset hound, chow chow, shar pei, kettuterrieri ja bos-

toninterrieri (Gelatt 2007: 15).
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5 Geenitestit

5.1 Geenitestien hyddyt ja ongelmat

Koirilla tunnetaan noin 500 periytyvad tai osittain periytyvaa sairautta (Méki 2007), ja
joka vuosi tunnistetaan viidestd kymmeneen uutta sairautta (Patterson 2000: 3). Sai-
rauden aiheuttava geenivirhe on selvitetty néistéd hieman yli sataan (Maki 2007), mika
mahdollistaa geenitestin kehittdmisen sairauksille. Geneettisten sairauksien diagnosoi-
miseen ja kantajatestaukseen tehdyt luotettavat ja tarkat laboratoriotestit ovat tarkea
keino véhentad sairauksia rotupopulaatioissa (Bell 2011: 235). Testeja on talla hetkella
saatavilla kuitenkin vain pieneen osaan periytyvista sairauksista, ja ndistd melkein kaik-
ki ovat yksinkertaisesti periytyvid: sairauden aiheuttaa virhe yhdessd geenissa. (Maki
2007.)

Ensimméinen sairauden aiheuttavan geenivirheen paikantaminen koiralla tapahtui
vuonna 1989, jolloin kehitettiin kyseiseen sairauteen my6s ensimmainen geenitesti.
Kyseessd oli verenvuototauti hemofilia B cairnterriereilla. (Evans ym. 1989: 10095.)
Geenitesteja on nykyaan olemassa yli 40 sairaudelle koirilla, mutta koska geenitutki-
musta tehddan maailmalla monessa eri paikassa ja yha kiihtyvalla tahdilla, saatavilla
olevien testien lista eldd ja kasvaa koko ajan (Mé&ki 2007). Kaupallisia geenitesteja tar-
joavat lukuisat laboratoriot ympéari maailman. Tunnetuimpiin kuuluvat muun muassa
englantilainen Animal Health Trust (www.aht.org.uk) ja silmé&sairauksien geenitesteihin

erikoistunut yhdysvaltalainen Optigen (www.optigen.com).

Suuri osa koirien perinndllisista sairauksista periytyy autosomaalisesti ja resessiivisesti
(Patterson 2000: 4). Kantajat ovat ilmiasultaan joko terveita tai niilla on vain lievid oi-
reita, jolloin naiden ei usein tiedetd kantavan sairautta aiheuttavaa mutaatiota, ellei
niité astuteta toisen kantajan kanssa, jolloin syntyy sairaita homotsygoottisia jalkelaisia
(Maki 2007). Geenitestin avulla voidaan selvittaa koiran genotyyppi eli se, onko koira
kyseisen geenivirheen suhteen normaali, kantaja vai sairas. Testaamalla jalostukseen
kaytettavat koirat voidaan valttdd astuttamasta kahta kantajaa tai kantajaa ja sairasta,
silla usein perinndlliset sairaudet puhkeavat vasta myohaisemmalla ialla. Nain estetaan
sairaiden pentujen syntyminen ja mahdollistetaan kantajien sailyttdminen jalostusoh-
jelmassa, jolloin saavutetaan laajempi jalostuspohja ja séailytetddn populaation moni-
muotoisuus. (Lohi 2009.)
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Sairauksien mahdollisimman aikainen tunnistaminen on tarkedd myds ennaltaehkaise-
van hoidon kannalta. Esimerkiksi lonkkanivelen kasvuhairiotd aiheuttavien geenivirhei-
den tunnistava testi mahdollistaisi lonkkavialle alttiiden koirien hoidon ja ruokinnan
suunnittelun jo pentuna mahdollisimman hyvin nivelten tervettd kehitystéa tukevaksi.
Geenitestistéa on hyotyd myos silloin, kun useampi sairaus aiheuttaa samanlaisia Kliinisia

oireita: testi paljastaa varmuudella, mista sairaudesta on kyse. (Maki 2007.)

Yhteen mutaatioon perustuva testi ei kuitenkaan valttamatta ole riittdva kaikkien rodun
yksildiden testaamiseen. Vaikka onkin todennakoistéd, ettd samanrotuisilla yksilillg,
joilla on samat kliiniset oireet ja laboratorioldydokset, on sama geenivirhe yhteisen
geenipoolin takia, ei nain kuitenkaan aina ole. Geeneissa tapahtuu koko ajan spon-
taaneja mutaatioita, ja mité isompi populaatio rotu on, sitd todenndkéisemmin useampi
kuin yksi mutaatio aiheuttaa saman geneettisen sairauden. (Patterson 2000: 6.) Toi-
saalta my6s yhden geenin aiheuttamissa sairauksissa sairailla yksil6illa on toisistaan
hyvinkin poikkeavia oireita. Tdma johtuu sek@ ymparistén ettd muiden geenien vaiku-
tuksesta, sillA monogeenisissékin sairauksissa muiden geenien vaikutus on I&sna,
vaikkeivat ne varsinaista sairautta aiheuttaisikaan. (Weatherall 2000: 1120.) Kaikkia
koiran, tai ihmisen, resessiivisesti periytyvia geneettisia sairauksia ei myodskaan ole tut-
kittu tarpeeksi biokemiallisella ja molekyylitasolla, jotta sairauden aiheuttava geeni olisi
selvilld. Laboratoriotestin kehitteleminen diagnoosia ja kantajatestausta varten vaatii
yleensa kyseessa olevan geenin ja sen proteiinituotteen identifioimisen. (Patterson
2000: 6.)

Monitekijaiset geneettiset sairaudet, kuten esimerkiksi autoimmuunisairaudet ja syovat,
muodostavat merkittdvdn osan koiran periytyvistd sairauksista. Moniin naista liittyy
useita altistavia geeneja, ja osaan vaikuttaa lisdksi ymparistd. Kun tutkimuksissa saavu-
tetaan lisda tietoa monitekijaisten tautien takana olevista geeneista, voi olla mahdollis-
ta tunnistaa mutaatioita olennaisissa geeneissa, joilla on suurempi vaikutus sairauden
syntyyn kuin muilla geeneilla. Tama voisi johtaa edelleen geenitestien kehittymiseen.
Todenndakdisesti tulee kuitenkin kulumaan kauan aikaa, ennen kuin monitekijaisten
tautien tutkimus tuo tietoa, jota voidaan kayttda hyvaksi luotaessa tehokkaampaa gee-
nitestausta. (Patterson 2000: 6.) Ongelmana on, ettei tarpeeksi suurivaikutteisia gee-
neja ole kaikissa sairauksissa. Myds geenien erilaiset vaikutustavat lisddvat monen
geenin valityksella periytyvien sairauksien monimutkaisuutta. Joissain sairauksissa vai-

kuttavia geeneja on niin monta, etté yksittéisten geenivaikutusten arviointi on mahdo-
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tonta. Kaikkiin monitekijaisen periytymismallin luonne- ja terveysominaisuuksiin ei tes-

teja ole ehkd mahdollista kehittda ollenkaan. (Maki 2007.)

5.2 Geenitestien menetelmat

5.2.1 DNA-mutaatiotestit

DNA-mutaatiotestejd sanotaan myds suoriksi testeiksi, sillA ne testaavat suoraan mu-
taatiokohtaa (Méki 2007). Ne sopivat geneettisten sairauksien diagnosoimiseen ja kan-
tajatestaukseen roduilla, joilta mutaatio on tunnistettu DNA-sekvenssitasolla. Mutaation
havaitsemiseen perustuvat geenitestit ovat kaikista yleisimpid, ja menetelmia on monia
erilaisia (Eng & Vijg 1997: 424). Kaupallisia mutaatiotesteja ovat muun muassa skot-
lanninterriereiden von Willebrandin taudin testi (Venta ym. 2000: 10) ja walesincorgien
verkkokalvon asteittaista surkastumaa (progressive retinal atrophy, PRA) testaava testi
(Petersen-Jones ym. 1999: 1637). Mutaatioita voidaan hakea esimerkiksi tavallisella
nukleotidisekvensoinnilla, reaaliaikaisella PCR:Il4, jossa kaytetdan spesifistd TagMan-
kemiaa, tai mikrosiruteknologian avulla, joka on uusin tulokas geeniteknologiassa. Mik-
rosiruteknologian kayttd yleistyy koko ajan. Se perustuu oligonukleotidisiruihin, joiden
avulla voidaan analysoida valtava maard DNA-fragmentteja rinnakkain. Ideaalisti tek-
niikkka toimii niin, ettd tutkittavat DNA-sekvenssit kiinnitetddn pienelle, lasiselle mik-
rosirulle, jonka jalkeen sekvensseja sovitetaan yhteen eri varianttien kanssa hybridisaa-
tioanalyysissa. (Eng & Vijg 1997: 424.) DNA-hybridisaatio tarkoittaa toisiaan vastaavien
yksijuosteisten DNA-fragmenttien yhdistymistd kaksijuosteiseksi emaspariutumisen
kautta. Hybridisoitumisaste ilmoittaa samankaltaisuuden. Mikrosirutekniikka mahdollis-
taa isojen geenien tai useampien geenien monistamisen ja analysoimisen yhtéa aikaa
(Eng & Vijg 1997: 425).

Suurimpia haittoja mutaatiotesteissd on se, ettd mutaatiotestien kehittdmiseksi pa-
remmaksi tarvitaan tutkimustyotd, joka on aikaa vievad ja kallista. Liséksi yhdelle ro-
dulle suunnattu testi ei yleensd sovi muille rotujen vélisten geneettisten erojen takia.
Téassa voi kuitenkin olla poikkeuksia tapauksissa, joissa testattavilla roduilla on yhteiset
esivanhemmat. (Patterson 2000: 5-6.) Liséksi suorakaan geenitesti ei ole 100-
prosenttisesti luotettava. Jos samaa sairautta aiheuttaa rodussa usea mutaatio tai usea

geeni, olisi kaikki mutaatiot ja geenit tunnistettava ja niille kaikille kehitettava testi. Voi
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olla vaikeaa, tai jopa mahdotonta, selvittdd, kuinka monta mutaatiota tai merkkigeenia

tietyssa rodussa esiintyy. (Maki 2007.)

5.2.2 DNA-markkeritestit

DNA-markkeritestit perustuvat aikaisemmin mainittuun kytkentéepatasapainoon, jossa
sairausalleeli ja markkerialleeli sijaitsevat kromosomissa niin |&helld toisiaan, ettd ne
periytyvat yhdessa eikd valiin osu rekombinaatiota. Markkeritesti tunnistaa siis vain
yhteyden tietyn merkkigeenin ja sairautta aiheuttavan geenin valilla (Maki 2007). Kay-
tannossa siis testattavan yksilon, sen sisarusten ja vanhempien DNA-naytteista etsitaan
sairauden aiheuttavan geenilokuksen lahist6lla olevia toistuvia markkereita (Gupta ym.
2003: 208), jotka ovat usein mikrosatelliitteja. Mikrosatelliitti on DNA:n lokus, joka
koostuu 1-6 emadsparin toistojaksoista. Niitd kaytetdan ihmispuolella tyypillisesti esi-
merkiksi populaatiogeneettisissa tutkimuksissa seka rikostutkinnassa ja isyystestauk-
sessa. (Goldstein ym. 1995: 463.)

Markkeritestit ovat usein kallimpia kuin mutaatiotestit ja vievat enemman aikaa, koska
ne saattavat vaatia markkerin maarittelyn sekd vanhemmissa etta jalkelaisissa. Markke-
ritestit ovat kayttokelpoisia vain, jos markkerit ovat polymorfisia eli niistd on vahintaan
kaksi eri variaatiota. (Patterson 2000: 6.) Tuolloin toinen niista voidaan yhdistéa sairai-

siin yksildihin ja toinen terveisiin.

Markkeria voidaan kayttéda testaamiseen, vaikka geenid ei tunnettaisikaan tarkemmin.
Testit eivat myoskaan valttamatta ole rotukohtaisia, vaan niitd voidaan kayttaa erirotui-
silla koirilla. (Patterson 2000: 6.) Vaikka markkeritesteja voidaan kayttédd osana kantaji-
en testauksessa, ne eivat ole usein yhta luotettavia kuin mutaatiotestit. TAma johtuu
siitd, ettd rekombinaatiota voi tapahtua markkerin ja sairausgeenin valilla; mitd kauem-
pana markkeri on sairauden aiheuttavasta lokuksesta, sitd suurempi todennakdisyys
rekombinaatiolle on, ja sitd todennakdisemmin eldaimid luokitellaan vaarin. (Bell 2011:
234.) Joissain tapauksissa markkeritestilla terveeksi luokitelluista jalostukseen suunni-
telluista koirista suositellaan otettavaksi vield kudosnayte, kuten esimerkiksi munuais-
ten kehityshairiota (renal dysplasia, RD) testaavan markkeritestin jalkeen. Se on ainoa
tapa selvittda varmasti, onko koira sairas vai ei, koska sairauden tarkka periytymismuo-

to ei ole viela tiedossa. (Maki 2007.)
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5.2.3 Geenituotetestit

Geenituotetestit mittaavat geenien proteiinituotteiden maarda tai toimintaa tai molem-
pia. Geenituotetestit antavat luotettavan vastauksen autosomaalisissa sairauksissa,
joissa on entsymaattisia puutteita, silloin, kun koira on homotsygoottinen sairas yksil®.
Testeissa on se hyoty, etteivat ne ole mutaatiospesifisid, jolloin niitd voidaan kayttéaa
roduilla, joilla on eri mutaatio samassa geenissd, vaikkei sairautta kyseisella rodulla
oltaisikaan viela tutkittu. Suurin haitta geenituotetesteissa on se, ettei niiden avulla
aina havaita kantajia kunnolla, koska heterotsygoottien testiarvoilla on taipumusta
paallekkaisyyteen normaalien kontrollien kanssa. Toinen haitta testissd on se, ettei
tutkittavan geenin tuottamaa proteiinia valttimatta tuoteta sellaisessa kudoksessa,
josta voitaisiin ottaa ndyte eldvasta eldimestd. Tallaisia ovat esimerkiksi silmésairaudet.
(Patterson 2000: 5.) Toimiva geenituotetesti on kehitetty muun muassa jo aikaisemmin
mainittuun hemofilia B:hen; veresta tutkitaan koagulaatiofaktori I1X:n maaraa, joka on

alhainen sairailla yksilgilla (Herzog ym. 1999: 56).
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6 Tutkimusmenetelmat

6.1 Naytteiden valinta

Tata tyotd varten valittiin tutkimusryhméan 671 suomenajokoirandytteesta (tilanne
16.3.2011) kaikki kymmenen yksil6d, joilla eldinlagdkari oli diagnosoinut follikulaaridys-
plasian. Sairaus oli diagnosoitu vahintaéan kliinisten oireiden perusteella, yhdeltéd koiral-
ta oli otettu my6s ihondyte patologin tarkastettavaksi. Liséksi analyyseihin otettiin viisi
muuta yksil6d, joiden diagnoosi perustui omistajan follikulaaridysplasiaepéilyihin oirei-
den perusteella. Naiden viiden koiran epavarma diagnoosi oli otettava huomioon tulos-

ten analyyseissd. Yhteensa DNA-naytteita oli siis 15.

Kontrolleiksi valittiin 15 suomenajokoiraa, joilla ei ollut merkitty follikulaaridysplasiaa
tutkimusryhmén tietokantaan (tilanne 16.3.2011) ja joiden ikd oli véhintdan kolme
vuotta, jotta mahdollinen sairaus olisi jo ehtinyt nédkya. Terveiden kontrollikoirien suku-
laisuussuhteet sairaisiin yksilihin ja muihin kontrolleihin selvitettiin kolmanteen suku-

polveen asti. Lista sairaista ja kontrollikoirista 16ytyy liitteesta 1.

Glaukoomatutkimuksen tavoitteena oli laskea tutkimusryhmén 177 suomalaisesta beag-
lendytteesta (tilanne 6.4.2011) glaukoomaa aiheuttavan geenivirheen kantajafrekvens-
si. Milladn ndistéd beagleista ei ole todettu glaukoomaa tutkimusryhméan tietokannan
mukaan (tilanne 6.4.2011). Koska tutkimuksiin haluttiin myds koiria, joilla on diagnosoi-
tu glaukooma, mukaan valittiin kolme norjanharmaahirvikoirandytetta seka kolme bas-
set hound -naytetta glaukoomaa sairastavista yksildistd. Samanrotuisten sairaiden yksi-
I6iden ottaminen mukaan olisi luonnollisesti paras vaihtoehto, mutta koska suomalaisia
beagleja, joilla olisi glaukooma, ei ollut tiedossa, toimittiin ndin. Tama oli otettava
huomioon tulosten analyyseissa. Sairaiden yksiloiden naytteille valittiin kontrolleiksi
samanrotuisten terveiden koirien naytteet. Sukulaisuussuhteet voitiin jattda tassakin

kokonaan huomiotta.

6.2 DNA:n eristaminen ja puhdistaminen

Geenitutkimuksissa tarvittavaa DNA:ta voidaan eristda erilaisista naytteista: veresta,
kudoksista, poskisoluista, syljestd sekd karvoista tai hiuksista. Parhaiten ja puhtainta

DNA:ta saadaan kuitenkin verinaytteesta. Molempia tdita varten eristettiin tarvittavat
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DNA:t pakastetuista kokoverindytteistd Chemagenin Chemagic Magnetic Separation
Module I (MSM 1) -laitteella. Se on pitkalle automatisoitu DNA:n ja RNA:n eristyslaite,
jolla yhdella eristysajolla voidaan kasitelld jopa 96:ta naytettd. Osa DNA-naytteista oli
jo valmiiksi eristettynd pakastimessa, tutkimuksia varten eristettiin yhteensa noin 2/3

kaikista tarvittavista 219 DNA-naytteesta.

Chemagic MSM I:n suorittama eristys perustuu magneettipartikkelimenetelmaan, jossa
magneettipartikkelit on paallystetty DNA:ta sitovalla paallysteella. Magneettipartikkelien
avulla DNA saadaan eroteltua verindytteen muista komponenteista ja DNA saadaan
pestyd epapuhtauksista, jotka mahdollisesti hairitsisivat erotusta seuraavia laborato-
riomadrityksid. Eristysajossa verindytteen solut ensin hajotetaan valmistajan omalla
hajotuspuskurilla, minka jalkeen naytteeseen viedyt magneettipartikkelit tarttuvat nayt-
teen DNA:han. Seuraavassa vaiheessa sdhkdmagneettinen metallisauva keraad DNA:han
tarttuneet magneettipartikkelit seuraavaan putkeen, ja suoritetaan monivaiheiset pesut.
Pesujen jalkeisessa viimeisessa vaiheessa DNA eluoidaan eli liuotetaan pois magneetti-
partikkeleista, jolloin saadaan puhdistettua DNA:ta sisaltava liuos, jota voidaan kayttaa
tutkimuksen seuraavissa vaiheissa. (Chemagen Biopolymer-Technologie Aktiengesell-
schaft.) My6s eluointiliuos on laitteen valmistajalta tilattava liuos, jonka koostumusta ei

kerrota.

6.3 DNA-pitoisuuksien maéaritys ja DNA-laimennosten tekeminen

Eristetyn ja puhdistetun DNA:n pitoisuus eluointiliuoksessa mitattin NanoDrop-
spektrofotometrilla. Mittausmenetelma perustuu DNA:n nukleotidien absorptioon 260
nanometrissa. Tuloksena saadaan DNA:n pitoisuus nanogrammoina mikrolitrassa elu-
ointiliuosta. NanoDropin kaltaiset pienoislaitteet ovat erittéin katevia, mutta lopputulos-
ta voi vaaristda moni tekija, kuten esimerkiksi tuotteen epapuhtaudet. (Suominen ym.
2010: 110-111.)

Seuraavia laboratorioanalyyseja varten suomenajokoirien follikulaaridysplasianaytteet
laimennettiin pitoisuuteen 10 ng/ul ja beaglejen glaukoomanaytteet pitoisuuteen 20
ng/ul. Laimennokset tehtiin Sigma-Aldrichin BPC (Biotechnology Performance Certified

product line) Grade -veteen.



28

6.4 Polymeraasiketjureaktio (PCR)

6.4.1 PCR-alukkeiden suunnittelu

Alukkeiden suunnittelu on yksi PCR:n tarkeimmista vaiheista. Turkin varin laimentumis-
ta kasittelevasta artikkelista saatiin suoraan alukkeiden sekvenssit, joita tutkijat olivat
kayttaneet (Welle ym. 2009: 76). PCR:IlIA oli monistettu 312 bp:n (base pair, emaspari)
fragmenttia, joka sisélsi koiran MLPH-geenin eksonin 1. Kaytetyt alukkeet olivat 5'-
CCTTCCTTCCCCTGTAGGAC-3' ja 5-GCCTAAAATGAGCTCCCTGA-3. Ensimmainen aluke
on forward-aluke (F-aluke), joka tarttuu templaattiin ennen kopioitavaa aluetta, 3'-
puolelle emasjarjestyksen mukaisesti. Jalkimmainen aluke taas on reverse-aluke (R-
aluke), joka tarttuu saman templaatin vastinjuosteeseen vastaavalla periaatteella. En-
nen alukkeiden tilaamista artikkelissa ilmoitetut alukesekvenssit viela tarkistettiin vir-
heiden valttdmiseksi. NCBI:n (The National Center for Biotechnology Information) In-
ternet-sivuilta (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) etsittiin koiran melanofiliinigeeni ja sen
mMRNA-sekvenssi. Sekvenssi vietiin UCSC (University of California Santa Cruz) Genome
Bioinformatics -Internet-sivuille (http:// genome.ucsc.edu/), joilta BLAST-hakukonetta
kayttamalla haettiin mRNA-sekvenssille vastine koiran kromosomista 25, jossa geeni
sijaitsee. Nain saatiin visualisoitua MLPH-geenin eksoniset ja introniset alueet. UCSC:n
Internet-sivuilla on my6s PCR-toiminto, jolla voi tarkastaa alukkeiden monistaman DNA-

jakson, joka todettiin oikeaksi ja aluketilaus tehtiin Sigma-Aldrichille.

6.4.2 PCR:n suoritus

Tilatut alukkeet liuotettiin ensin Tris-EDTA-puskuriin, jonka jalkeen ne laimennettiin
vedelld 5 pM:ksi. Esimerkiksi R-aluketta oli 54,7 nmol kuivajauheena, jolloin se liuotet-
tiin 547 pl:aan Tris-EDTA-puskuria. Tasta seoksesta otettiin 25 pl laimennosta varten ja
lisattiin 475 pl vettd. PCR-reaktioseos (taulukko 1) tehtiin eppendorfputkeen, josta se
pipetoitiin kuoppalevylle.



Taulukko 1. PCR-reaktioseos. Reagenssien tilavuudet ovat yhdelle

kuoppalevyn kaivolle.

Mastermix (Biotools) Pitoisuus | Tilavuus (uh)

puskuri 10x (siséltdd MgCl 2 mM) 2
dNTP (deoksinukleotidit) 10 mM 0,4
F-aluke 5uM 2
R-aluke 5 uM 2
polymeraasientsyymi 5 U/ul 0,2
templaatti-DNA 10 ng/ul 2
H,0O 11,4
Lopputilavuus 20
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Ennen varsinaista PCR:&4 tehtiin testi-PCR yhdelle DNA-naytteelle, jotta nahtiin toimi-

vatko alukkeet valitulla PCR-ohjelmalla. PCR-ohjelmaksi valittiin perusohjelma (taulukko

2) ja se suoritettiin Certified GeneToolin valmistamalla MJ Thermal Cycler PTC-225 -

PCR-laitteella. Kun PCR:n ja alukkeiden toiminta oli testattu ja todettu hyvéaksi, kuoppa-

levylle pipetoitiin ensin 18 pl Mastermixia kaikille 30 naytteelle ja yhdelle kontrollindyt-

teelle, jossa olivat alukkeet, mutta ei DNA-templaattia. Templaatin sijasta laitettiin ioni-

vaihdettua ja autoklavoitua vettd. Vesikontrollin avulla voitiin selvittdd, onko esimerkiksi

jokin reagenssi kontaminoitunut.

Taulukko 2. PCR-ohjelma. Vaiheita 2—4 toistettiin 34 kertaa.

Vaihe | Lampdétila Aika
1. 95 °C 5 min_ | alkudenaturaatio
2. 95 °C 30 s | denaturaatio
3. 60 °C 30s alukkeiden kiinnittyminen
4. 72 °C 45 s pidennysreaktio
5. 72 °C 10 min | loppupidennysreaktio
6. 8 °C - loppuldmpétila

6.5 Agaroosigeelielektroforeesi (AGE)

PCR:ssé& syntynyt tuote tarkastettiin agaroosigeelielektroforeesilla eli AGE:la. Se on

yksinkertainen ja tehokas menetelmé erikokoisten DNA-jaksojen erottamiseen ja tun-

nistamiseen (Suominen ym. 2010: 123). Tarkastus tehdaéan, jotta nahdaén, onko tuo-

tetta ylipdataan syntynyt. Siind nahdaan myds, onko vesikontrolliin syntynyt tuotetta,
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jolloin kyseessa on DNA-kontaminaatio. Kontaminaatiota voi tulla esimerkiksi huolimat-
tomasta naytteiden kasittelysta tai kontaminoituneista pipeteista. Jos kontaminaatiota

ilmenee, pitdd PCR ajaa uudestaan uusilla alukelaimennoksilla ja PCR-reaktioseoksella.

Nukleiinihappojen kulkeutuminen AGE:ss& perustuu niiden séahkodvaraukseen ja kokoon.
Nukleiinihapot ovat negatiivisesti varautuneita, jolloin ne kulkevat sdhkovirrassa elekt-
roforeesilaitteen positiivista napaa kohti. Agaroosigeelin verkkomainen rakenne hidas-
taa nukleiinihappojen geelissad kulkeutumista sitd enemman, mitd isompia fragmentit
ovat. Pitkdt DNA-molekyylit kulkeutuvat siis hitaammin kuin Iyhyet. Erikokoiset DNA-
(tai RNA-) jaksot erottuvat ajon aikana omiksi vythykkeikseen. Lopputuloksena on kul-

lekin jaksolle oma vydhyke. (Suominen ym. 2010: 123.)

Eroteltujen nukleiinihappojen visualisointiin kaytettiin GelRed-vériainetta (Biotium), joka
voidaan lisatd suoraan geeliin sen valmistusvaiheessa. Vériaine sitoutuu emésparien
véliin ja fluoresoi ultravuolettivalossa oranssinpunaisena. Taulukossa 3 nakyvat tydssa

valmistettuun 1-prosenttiseen agaroosigeeliin kdytetyt kemikaalit ja niiden maarat.

Taulukko 3. 1-prosenttisen agaroosigeelin valmistus.

0,5 x TBE-puskuri | Agaroosi (Bioline) | GelRed-variaine (Biotium) Virta

150 ml 1,54 7,5 i 120 V

Geeliajoa varten erotettiin jokaisesta naytteesta 5 pl PCR-tuotetta, johon lisattiin 1,5 pl
latausvaria (loading dye, Fermentas), joka varjaa ndytteen ja painaa sen kaivon pohjal-
le. Ensimmaiseen kaivoon pipetoitiin 5 pl kokostandardia (Finnzymes) ja seuraaviin
kaivoihin PCR-tuotteen ja loading dyen sekoitukset, viimeisena kontrollindyte. Kytkettiin

virta paélle ja annettiin ajon edeta noin 40 minuutin ajan.

6.6 PCR-tuotteen puhdistus

PCR-tuotteelle tehtiin ExoSAP-puhdistus. ExoSAP-puhdistus on nopea entsymaattinen
reaktio PCR-tuotteille, joka eliminoi kiinnittyméattémat alukkeet ja nukleotidit. Puhdistus
suoritetaan ennen laboratorioanalyysejd, kuten DNA-sekvensointia, jolloin kiinnittymat-
tomat alukkeet ja nukleotidit hairitsisivat. Ensin sekoitettiin keskenaan 25 pl eksonukle-
aasia (Fermentas), jonka pitoisuus oli 10 U, ja 100 pl alkalifosfataasia (Fermentas),
jonka pitoisuus oli 2 U. 1,5 pl seosta lisattiin 5 pl:aan PCR-tuotetta. Tdman jalkeen

ajettiin PCR-laitteella ExoSAP-ohjelma (taulukko 4).
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Taulukko 4. ExoSAP-puhdistusohjelma.

Lampdétila| Aika

37 °C 15 min | entsyymireaktio

85 °C 15 min | denaturaatio

8 °C - loppuldmpétila

Puhdistettuihin PCR-tuotteisiin lisattiin 1,6 pl F-aluketta sekvensointireaktiota varten.
Naytteet toimitettiin kapillaarisekvensointiin, jonka suoritti ostopalveluna Molekyylilaa-
ketieteen tutkimusohjelman Sekvensointilaboratorio (SeqLab). Laboratorio huolehti

myo6s sekvensointireaktion tekemisesta.

6.7 Kapillaarisekvensointi

Kapillaarisekvensointilaitteet ovat kapillaarielektroforeesilaitteita, jotka virittavat fluore-
soivasti leimatut nukleotidit lasersateen avulla ja muuttavat saatavat tulokset analysoi-
tavaan muotoon automaattisesti tietokoneohjelmalla. Fluoresoivat varit liitetdan emak-
siin sekvensointireaktiossa ennen varsinaista sekvensointia. Reaktio tehdaan PCR-
laitteella, jossa naytteen DNA monistetaan ja leimataan. (Applied Biosystems
2001/2010: 24-25, 36.)

Kun sekvensointireaktio on tehty, laitetaan kuoppalevylla olevat naytteet kapillaarisek-
vensointilaitteeseen. Naytteet kulkevat kuoppalevyltd polymeerilla taytettyihin kapillaa-
reihin sdhkoévirran avulla. Kun nukleotidit saavuttavat kapillaarissa olevan detektori-
ikkunan, lasersade virittaa fluoresoivat variaineet. Vareista sateileva fluoresenssi kera-
taén ja analysoidaan. Leimojen aallonpituudet on varikoodattu lyhimmasta pisimpaéan:
sininen, vihred, keltainen ja punainen. Sininen vastaa C-nukleotidi, vihred vastaa A:ta,
keltainen (korvataan tulostuksessa mustalla) vastaa G:téd ja punainen vastaa T:td. (Ap-
plied Biosystems 2001/2010: 35-38.)

6.8 Variant Reporter -tietokoneohjelma

Suomenajokoirien follikulaaridysplasianaytteiden sekvenssit analysoitiin Applied Biosys-
temsin Variant Reporter -tietokoneohjelmalla. Ohjelma on suunniteltu geenivarianttien
havainnointiin ja raportoimiseen etsittdessé esimerkiksi mutaatioita tai SNP:itd sek-

vensseista. Ohjelmaan syodtetéddn kaytetyt alukkeet, ndytteiden sekvenssit seka refe-
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renssisekvenssi vertailua varten, joka voidaan hakea NCBI:n Internet-sivuilta
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Referenssisekvenssi tassa tapauksessa oli koiran

MLPH-geenin sekvenssi eksonista 1.

6.9 Reaaliaikainen polymeraasiketjuraktio (RT-PCR)

Beaglejen glaukoomandytteet monistettiin ja analysoitiin reaaliaikaisella polyme-
raasiketjureaktiolla, RT-PCR:ll1& (Real-Time PCR). Merkittdvin ero perinteiseen PCR:&an
verrattuna on mahdollisuus seurata reaktion etenemista reaaliaikaisesti fluoresoivan
merkkiaineen avulla. Hy6tynd on myos se, ettei RT-PCR vaadi reaktionjélkeisid ana-
lyyseja, kuten agaroosigeelielektroforeesia ja sekvensointia. TAméa nopeuttaa huomat-

tavasti tulosten saamista ja pienentdd myos kontaminaatioriskia.

RT-PCR:ss& kaytettiin TagMan-kemiaa, joka perustuu naytteelle spesifisten koettimien
kayttoon. Koettimen sekvenssi on vastakkainen kiinnostuksen kohteena olevalle sek-
venssille ja sijoittuu suoraan SNP:n paalle. TagMan-koetin on oligonukleotidi eli muu-
taman nukleotidin mittainen DNA-patka, joka sisaltdé kaksi erilaista leimaa: fluoresoi-
van reportterin (reporter) ja sammuttajan (quencher). Koetin pilkkoutuu samalla, kun
polymeraasi valmistaa PCR-reaktiossa uutta DNA-juostetta (McGuigan & Ralston 2002:
133-134), mutta vain sopivat koettimet pilkkoutuvat (Roche Diagnostics GmbH 2008:
218). Koettimen pilkkoutuessa reportteri ja sammuttaja erkanevat toisistaan, jolloin
sammuttaja ei pysty endd vaimentamaan reportterin fluoresoivaa signaalia, kuten se
tekee ehjassa koettimessa, ja fluoresenssi vapautuu. Fluoresenssi saadaan aikaan virit-
tamalla leimat valolla. TAma fluoresenssin lisddntyminen mitataan reaaliajassa ja sen
maéard nousee monistusreaktioiden edetessa. (McGuigan & Ralston 2002: 133-134.)

Kuvassa 11 on havainnollistettuna TagMan-kemian toiminta.
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Kuva 11. Reaaliaikaisen PCR:n ja TagMan-kemian toiminta. (Miettinen & Vyhtinen 2009: 14)

TagMan-menetelma soveltuu hyvin sellaisten alleelien erotukseen, jotka poikkeavat
toisistaan vain yhdella eméaksella (McGuigan & Ralston 2002: 133). Menetelmaa kayte-
taankin yleisesti geenitesteissa. Kahden alleelin tapauksessa, kuten tassa tyossa, kayte-
taén kahta erilaista koetinta. Koettimet ovat spesifisia eri alleelivarianteille, villityypille
eli normaalille alleelille ja mutaatiolle, ja ne on leimattu eri reporttereilla. Sammuttajien
leimat ovat molemmissa samat. PCR:n lopussa fluoresenssispektri keratéaan, ja ohjel-
man algoritmit erottelevat molempien leimojen osuudet spektrissd ja tuottavat niista

hajontakuvaajan (McGuigan & Ralston 2002: 135).

Ajossa voidaan kayttaa varsinaisten tutkittavien naytteiden lisdksi negatiivisia kontrolle-
ja, kuten tassa tydssa tehtiin. Negatiivisina kontrolleina kaytettiin kahta naytettd, joihin
pipetoitiin DNA:n sijasta vettd, seka yhta naytettd, jossa oli pelkkd reaktioseos ilman
alukkeita, koettimia sekd vettd. Jos jonkin negatiivisen kontrollin fluoresenssisignaalia
ei voi erottaa tutkittavista naytteistd, ohjelma nayttda varoituksen (Roche Diagnostics

GmbH 2008: 219). Kuvassa 12 on esimerkki syntyvéasté hajontakuvaajasta.
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Kuva 12. Hajontakuvaajaan ryhmitellyt genotyypit. Punai-
set kolmiot ovat heterotsygoottisia kantajia, vihreat ja sini-
set kolmiot ovat asetuksista riippuen joko terveita yksiloita
tai homotsygoottisia sairaita. Negatiiviset kontrollit nakyvat
harmaina. (Roche Diagnostics GmbH 2008: 228)

Tulosten analysoinnissa kaytettiin loppupisteanalyysia (endpoint genotyping analysis).
Menetelmalld voidaan analysoida yksittaisid SNP:itd hyvin tunnetulla alueella, jossa ei
ole odotettavissa tuntemattomia variaatioita. Ohjelma tulkitsee genotyypin mittaamalla
kahden leiman fluoresoinnin intensiteetin: villityyppi, heterotsygoottimutantti eli kanta-
ja tai homotsygoottimutantti eli sairas. Tuloksena saadaan hajontakuvaaja, johon oh-
jelma ryhmittdd samanlaiset signaalit ja automaattisesti tunnistaa genotyypit. (Roche
Diagnostics GmbH 2008: 216-218.)

6.9.1 Tarvittavat alukkeet ja koettimet

Alukkeet ja koettimet tilattiin TIB Molbiol Syntheselabor GmbH:sta Saksasta. Laborato-
rio suunnittelee tutkittavan sekvenssin perusteella nelja aluketta: kaksi F-aluketta ja
kaksi R-aluketta. Ne sijoittuvat hieman eri kohtiin sekvenssia (kuva 13); toinen kum-
mastakin alukkeesta aina vahan lahemmaksi tutkittavaa geenivirhettd ja toinen kau-
emmaksi. Alukkeet ovat myds erimittaisia. Alukkeista testataan kaikki nelja eri yhdis-
telm&a ja katsotaan, mika alukepari toimii parhaiten. Taulukossa 5 on lueteltuna kaikki

alukkeet sekvensseineen ja sulamislampdtiloineen.
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Kuva 13. RT-PCR:&an tilatut alukkeet ja koettimet, ja niiden sijoittuminen sekvenssiin.

Koettimia tehtiin Molbiolilla kaksi erilaista: toinen oli spesifinen mutaatiolle ja toinen
villityypille (wild type). Koettimet sekvensseineen nakyvéat taulukosta 5. Molemmissa
koettimissa 3'-pddn sammuttajat on leimattu samalla vériaineella, mutta 5-p&an re-
portterit eri aineilla. Reporttereissa kaytettiin FAM:&4 eli fluoreseiinia ja YAK:ta eli Ya-
kima Yellowta. FAM on keltainen véri, joka fluoresoi valoa sinisesta vihredan. YAK on
dikloori-rodamiini, joka fluoresoi myds valoa sinisesta vihredéan. Sammuttajien leima oli
BBQ eli BlackBerry Quencher, joka on tumma vari sammuttajille. Sitéd voidaan kayttaa
yhdessa sellaisten reportterien leimojen kanssa, jotka fluoresoivat valilla ultraviolettiaal-
lonpituus - sininen aallonpituus (FAM ja YAK), seka keltaisesta, oranssista tai punaises-
ta aallonpituudesta lahi-infrapuna-aallonpituudelle asti. (TIB Molbiol Syntheselabor
GmbH 2008.)

Taulukko 5. RT-PCR:n alukkeet ja koettimet.

Alukkeen nimi Sekvenssi Sulamislampétila (T,,)
Beagle F F-aluke | 5'-GCTTCAACTTCTACACGGAGAGG-3' |58,2 °C

Beagle S F-aluke | 5-GAGAGGGCAGCGGACGTA-3' 58,8 °C

Beagle A R-aluke | 5'-CCACTGTCCGGTCGG-3' 59,3 °C

Beagle R R-aluke | 5'-CCACTGACACAAATGTCCACTGT-3' |58,6 °C

Koettimen nimi

Beagle wt villityyppi | 5'-FAM-TGGACGGGACACCCTGC-BBQ 61,0 °C

Beagle mut mutaatio | 5-YAK-TGGACAGGACACCCTGCC-BBQ | 60,0 °C

6.9.2 RT-PCR:n suoritus

Ensin alukkeet ja koettimet liuotettiin Tris-EDTA-puskuriin, jonka jalkeen tehtiin vield
kayttblaimennokset. Liuotukset ja laimennokset tehtiin TIB Molbiol Syntheselabor
GmbH:n ohjeiden mukaisesti kullekin alukkeelle ja koettimelle erikseen. Esimerkiksi

Beagle mut -koetin liuotettiin yhteen millilitraan Tris-EDTA-puskuria, jolloin saatiin liuos,
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jonka konsentraatio oli 0,031 pg/pl. Tasta tehtiin kayttélaimennos 1:6 ottamalla 10 pl
liuosta ja lisddmalla se 50 pl:aan autoklavoitua vettd. Nain saatiin kayttélaimennoksen
konsentraatioksi 5 ng/ul. Myds wt-koetin ja alukkeet laimennettiin samaan loppupitoi-
suuteen. Seuraavaksi tehtiin RT-PCR-reaktioseos (taulukko 6) eppendorfputkeen, josta

se pipetoitiin kuoppalevylle.

Taulukko 6. RT-PCR-reaktioseos. Reagenssien
tilavuudet ovat yhdelle kuoppalevyn kaivolle.

TagMan RT-PCR-reaktioseos | Tilavuus (ul)
Probe Master 2x 5
Aluke-koetinseos 2
DMSO 0,25
H,0 1,75
DNA 20 ng/ul 1
Lopputilavuus 10

Aluke-koetinseos tehtiin pipetoimalla yhtd F-aluketta ja R-aluketta sek& kumpaakin koe-
tinta suhteessa 1:1:1:1. DMSO:ta eli dimetyylisulfoksidia lisattiin reaktioseokseen TIB
Molbiol Syntheselabor GmbH:n suosituksesta. DMSO auttaa DNA-juosteiden erottumis-

ta toisistaan, koska se héiritsee emasten pariutumista seka tehostaa PCR:44.

Ensin tehtiin testiajot, jotta saatiin selville paras alukepari. Testiajoissa mukana olivat
kolmen glaukoomaa sairastavan norjanharmaabhirvikoiran naytteet, niiden kolme kont-
rollia sek& kaksi vesikontrollia, joissa oli DNA:n sijaan autoklavoitua vettd. Ajot suoritet-
tiin Roche Applied Sciencen LightCycler 480 -laitteella, ajoissa kaytetty kaksivaiheinen

ohjelma nékyy taulukossa 7.

Taulukko 7. RT-PCR-ohjelma. Vaiheita 3 ja 4 toistettiin 45 kertaa.

Vaihe | Lampdétila Aika
1. 60 °C 30 s | alkuldmmitys
2. 95 °C 10 min | ld@mmitys
3. 92 °C 15s denaturaatio
4. 60 °C 1,5 min | pidennysreaktio
5. 60 °C 30s |loppuldmmitys
6. 8 °C - loppuldmpdtila
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7 Tulokset

7.1 Suomenajokoiran follikulaaridysplasia

Suomenajokoirien DNA-naytteistd monistettiin PCR:llI& turkin varin laimentumiseen lii-
tetty geenivirhealue, ja ajettiin PCR-tuotteet agaroosigeelielektroforeesilla. Kun aga-
roosigeeliajo oli edennyt tarpeeksi pitkdéan, geelistd otettiin kuva ultraviolettivalossa
(kuva 14). Yla- ja alarivien ensimmaisissa kaivoissa ovat kokostandardit. Kaikissa muis-
sa kohdissa néakyy hyvin onnistunut PCR-tuote (kirkas vydhyke), paitsi kaivossa kuusi,
jossa ei nay tuotetta lainkaan, ja myds kaivo 21 on hyvin himmeda. Alarivin viimeinen
kaivo on kontrolli ilman templaattia, josta ndhd&aan, ettei ole syntynyt PCR-tuotetta,

kuten ei pidakaan.

P- e D S S EDED = S0 on SE SR G N 5D &5 00 45 A5 55 &5 &N 6 =
- " [ - ' '“ o

Kuva 14. Ultraviolettivalossa otettu kuva agaroosigeelielektro-
foreesilla ajetuista PCR-tuotteista.

Seuraavaksi tarkastettiin NanoDropilla kaivon kuusi ja 21 sisaltdmien naytteiden DNA-
laimennoksien pitoisuudet. DNA-pitoisuuksien molemmissa laimennoksissa olisi pitanyt
olla siis suunnilleen 10 ng/pl. Kaivon kuusi naytteen pitoisuus oli 10,2 ng/ul, kun taas
kaivon 21 pitoisuus oli vain 1,1 ng/pl. TAma voi johtua esimerkiksi pipetointivirheesta,
NanoDropin herkkyydesta héiritseville tekijoille tai siitd, ettd DNA-naytetta oli sailytetty
kauan pakkasessa, jolloin sen konsentraatio oli saattanut ajan mittaan muuttua. Tehtiin
uusi PCR-ajo kaivon kuusi ndytteestd samalla Mastermix-ohjeella ja samalla alukkeiden

kiinnittymislampodétilalla. Talla kertaa tuotetta tuli hyvin. PCR ei aina onnistu joka nayt-
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teelle samoista pipetointitekniikoista ja Mastermix-seoksesta huolimatta; tassakaan
tapauksessa ei pystytd sanomaan, mika esti ensimmaisella kerralla PCR-reaktion toimi-
misen. Kaivon 21 naytteestd ei tehty uutta laimennosta, jossa olisi ollut tarkasti 10

ng/ul DNA:ta, koska alkuperéista naytetta ei ollut juuri yhtaan enaa jaljella.

Sekvensoinnin jalkeen tulokset analysoitiin Variant Reporter -ohjelmalla. Véarin laimen-
tumiseen yhdistettyd homotsygoottista c¢.-22G>A-muutosta ei |6ytynyt yhdeltdkaan
suomenajokoiralta, mutta kolmelta koiralta muutos 16ytyi heterotsygoottisena. Koirat
olivat statuksiltaan diagnosoitu sairas, epdilty sairas ja kontrolli. Monistetulta alueelta
l6ytyi my6s kolme muutosta intronista, jotka on lueteltu liitteessd 2. Kuvassa 15 on
koiran kromosomin 25 sekvenssia MLPH-geenin kohdalta lukien ja l0ydetyt variantti-
kohdat. Kuvissa 16, 17 ja 18 on Variant Reporter -ohjelman luoma nakyma jokaisesta
muutoskohdasta. Lisdksi tutkimukseen valituista kymmenestd eldinlagkarin diag-
nosoimasta suomenajokoirasta tehtiin sukupuu, josta nakyvat niiden valiset sukulai-

suussuhteet (kuva 19).

aggcgocgococ ggagcoctgggc ggggcgggct oggocccatgt gacctogocoo 51144437
gococCcgocgocoo CcgocgcccCcCcCc Cccaggtcagg tgococcggtgc cococgogocoo 51144487
CGCTCAGCC TGGCCCCGGC CATCCTGCGT CGCCCCAGTG CGCCCGGACC 51144537
GACGCCCCGC CTGCTC CGEE AGAGRGCAGZ 51144587
CCCAGGGGECA GEGCCAGGEGEC CTGCCCGCCC COGGAARGGER GCCEgtgagt 51144637
gcagccagog cagggaatgg ggaggccagyg ggggocgcocct gggactggge Sl1l44637
acccaggcat aaggagggtc cacggtgatg ggtgcagoctc cocccocgtgtg 51144737
caagtgcoccoccocc cagocggctcocc caggoccttgg tocaggotgg tgocagaggge 51144787
actcccttte cocccaaacac aggocctcagg gotaccocoge gtcalcctgg 51144837
cctgggttr_:_a aaacagtgat ttcgotcaga 51144887
gocagotgtg agtococagtg tggactggge ogaggottgy gocaaccococay 51144937
cagacacagg gcoctagacocog Coogggcocaa ggocatctga tgaaagtott 51144987
cacctgoact goggtgoocga ttogggggga cagagoocggg ctggtgtttt 51145037

Kuva 15. Koiran kromosomin 25 alkupdén sekvenssid, joka on katkaistu. Isot, siniset kirjaimet
ovat MLPH-geenin eksoni 1, pienet kirjaimet kuuluvat introneihin. Violetilla korostetut kaksi pit-
kaa aluetta ovat kohtia, joille alukkeet suunniteltiin. Punaisella korostettu G-nukleotidi on turkin
varin laimentumiseen liitetty c.-22G>A-muutoskohta. Loput kolme korostettua kohtaa ovat 18y-
tyneita intronisia muutoskohtia.
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Kuva 16. C-nukleotidien muuttuminen A:ksi reunustettuna kohdassa 92 koiralla numero 15.
Sinisella pohjalla nakyy myés yhden nukleotidin muutos kohdassa 77, joka on siis tarkasteltu

MLPH c.-22G>A -kohta.
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Kuva 17. C-nukleotidien deleetio kohdassa 273 koiralla numero 4.

Cv  GAK-352:MLPH_SAK-352_FO4.ab1
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Kuva 18. Toisen G-nukleotidin muuttuminen T:ksi kohdassa 278 koiralla numero 1.

Cpr SAK-ZT4MLPH_SAK-214_H02.ab1
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Kuva 19. Sukupuu tutkimuksen kymmenestd suomenajokoirasta, joilla eldinladkari oli diagnosoi-
nut follikulaaridysplasian (musta nelié: sairas uros, musta ympyra: sairas narttu, valkoinen ne-
lio: terve uros ja valkoinen ympyra: terve narttu).

7.2 Beaglen glaukooma

Ennen Beaglejen DNA-naytteiden ajamista reaaliaikaisella PCR:Il& ja spesifisellda Tag-
Man-kemialla, piti testiajolla selvittdéd paras alukepari. Testiajossa olivat mukana kolme
DNA-naytettd glaukoomaa sairastavista norjanharmaabhirvikoirista, niiden kolme tervet-
ta kontrollia seka kaksi vesikontrollia. Alukepareista paras oli Beagle F - Beagle A, kos-
ka niilla vesikontrollit saatiin parhaiten kuvaajaan alas vasemmalle (eivat sisélla
DNA:ta) ja DNA-naytteet toisen akselin ylapadhan. Sairaiden koirien tosin olisi pitanyt
sijoittua alas oikealle, mutta ne nakyivat terveina yksiloind ylhaalla vasemmalla (kuva
20). Tama voi johtua siitd, ettd norjanharmaabhirvikoirilla glaukooman aiheuttaa mah-
dollisesti eri geenivirhe kuin beagleilla, tai siitd, ettd joko alukepari, koettimet tai mo-
lemmat eivéat jostain syysta toimineet. Testiajolla ei siis saatu selville, toimivatko aluk-
keet ja koettimet, mutta naytteet paatettiin kuitenkin ajaa ja katsoa, mita tuloksia saa-

daan.
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Endpoint Fluorescence Scatter Plot
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Kuva 20. Testiajo alukeparilla Beagle F - Beagle A. Kaikki
naytteet, myds sairaat yksilot, nakyvét terveina villityyp-

peinad ylhaalla vasemmalla. Vesikontrollit ndkyvat harmai-
na.

Ensimmaisessé RT-PCR-ajossa ajettiin 93 beaglenaytettd ja kolme negatiivista kontrollia
(kuva 21). Kaikilla naytteilla oli sama villityypin genotyyppi (terve) eli ei I10ytynyt yhtédan
vastakkaista homotsygoottia genotyyppia (sairas). Ajossa ei saatu nakymdan yhtaan
heterotsygoottista koiraa (kantaja), ne olisivat sijoittuneet kuvaajassa suurin piirtein
keskelle ilmentden heterotsygootteina molempien reportterien leimojen signaaleja. Toi-
sessa ajossa ajettiin loput 84 beaglenaytettd sekd kolme basset hound -néytettd glau-
koomaa sairastavista yksildistd samanrotuisine kontrolleineen. Mydskdan néistd nayt-

teista ei l6ytynyt yhtdén kantajaa.
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Kuva 21. Hajontakuvaajat RT-PCR-ajoista. Vasemmalla ensimmaiset 93 naytettéd ja kolme nega-
tilvista kontrollia, oikealla loput 84 naytettd sekd kolme naytettd glaukoomaa sairastavista bas-
set houndeista kontrolleineen. Kaikki naytteet nékyvat villityyppeind punaisella ylhaalla vasem-
malla, negatiiviset kontrollit nakyvat harmaina.
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8 Yhteenveto

8.1 Tutkimustuloksista

Suomenajokoirilta ei l6ydetty homotsygoottisena turkin varin laimentumiseen liitettya
muutosta c.-22G>A melanofiliinigeenista. Kolmelta koiralta (diagnosoitu sairas, epdilty
sairas ja kontrolli) muutos I6ytyi heterotsygoottisena. MLPH c.-22G>A -mutaatio on
todennékoisesti tapahtunut jo kauan aikaa sitten koiran historiassa, koska se esiintyy
yleisesti eri roduissa. Muillakin roduilla esiintyy heterotsygoottisia genotyyppeja ilman,
ettd heterotsygotiaa olisi yhdistetty mihink&an sairauteen. (Welle ym. 2009: 75, 77.)
Mutta on mahdollista, ettd heterotsygoottisuuskin altistaisi jonkin verran follikulaaridys-
plasialle yhdessd muiden, vield tuntemattomien, altistavien tekijoiden kanssa. Jatkotut-
kimusten kannalta olisi hyva saada suurempi naytemaara tutkittavaksi sekd useampia

kudosnaytteen avulla luotettavasti diagnosoituja follikulaaridysplasiatapauksia mukaan.

Taman perusteella MLPH c.-22G>A -muutos voidaan sulkea pois follikulaaridysplasiaa
aiheuttavana tekijand suomenajokoirilla. Nyt I6ydetyt kolme muuta varianttia sijaitsivat
kaikki geenin intronissa, jolloin voidaan olettaa, etteivat ne vaikuta syntyvaan proteii-
niin. Mikaan Ioytyneista muutoksista ei mydskaan ollut sellainen, joka olisi 16ytynyt vain
sairaista yksilGista, vaan ne loytyivat seka sairaista etta terveistd. Seuraava askel tassa
tutkimuksessa olisi sekvensoida kaikki 15 MLPH-geenin eksonia ja katsoa, |0ytyisiko
sieltéd yhteisid mutaatioita sairailta yksiloiltd. Kaksi muuta geenia, joista mutaatio voisi
mahdollisesti 10ytyd, ovat aikaisemmin mainitut RAB27A ja MYO5A. Ne osallistuvat
MLPH-geenin tavoin pigmenttijyvasten tasaiseen jakautumiseen, kuljetukseen seka
sijoittumiseen ihossa ja karvassa (Philipp ym. 2005). Geenivirheet RAB27A- ja MYO5A-
geeneissa on ihmisilla liitetty Griscellin oireyhtym&an, joka aiheuttaa muun muassa
ihon pigmentin vaalenemista. Tassdkin vaaleneminen johtuu melaniinin kuljetuksen
hairiintymisesta. (Pastural ym. 1997: 289; Strom ym. 2002: 25423.) Isomdinsterin-
seisojalla ei lIoydetty yhteyttd RAB27A-geenin ja follikulaaridysplasian valilla (Schmutz &
Berryere 2007: 547), mutta se ei sulje pois mutaation mahdollisuutta suomenajokoiran

tapauksessa.

Jos edelld mainituista geeneista ei 16ytyisi yhteistd mutaatiota follikulaaridysplasiatapa-
uksissa, voitaisiin tutkia karvan kasvuun vaikuttavia geeneja. Mutaation esimerkiksi hr-

geenissa (hr hairless; karvaton), jota ilmennetéén karvatupessa, tiedetaan hiirikokeiden
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perusteella aiheuttavan karvattomuutta (Cachon-Gonzalez ym. 1994: 7717-7718,
7720). Hairid hr-geenin toiminnassa saattaisi koirallakin néin ollen aiheuttaa ongelmia
karvan kasvussa. Geenivirheen suhteen homotsygoottisten hiirten iho on herkka UV-
valolle sekd kemiallisesti aiheutetuille ihokasvaimille, mutta varsinaisiin sairauksiin sita
ei ole hiirilla eikd muillakaan nisakkailla liitetty (Cachon-Gonzalez ym. 1994: 7720; Pan-
teleyev ym. 2000: 1071). Ihmisilla geenivirhe liittyy perinndllisiin ja synnynnaisiin hiuk-
settomuutta aiheuttaviin sairauksiin, joissa voi olla myds muita iho-oireita (Ahmad ym.
1998: 720; Ahmad ym. 1999: 141).

Tulosten tulkinnassa oli otettava huomioon se, etta tutkimuksessa mukana olevilta sai-
railta koirilta vain yhdelta oli otettu kudosnayte ihosta, jolloin vain sen follikulaaridys-
plasiadiagnoosi on varma. Vaikka elainlaakarit ovat diagnosoineet muillakin yhdeksalla
sairaalla follikulaaridysplasian, ovat sairauden oireet kuitenkin hyvin samankaltaiset

kuin esimerkiksi atopiassa.

Geenivirheen jaljittamista saattaisi my6s auttaa tieto, mitd geenivirhettd isominsterin-
seisojille tarjolla oleva follikulaaridysplasiatesti testaa (HealthGene, http://www.health
gene.com /canine-dna-testing/test/?tld=1). Mikali testissa katsotaan jonkin muun gee-

nin virhetta, voitaisiin tdma testata myds suomenajokoirilta.

Suomalaisista beaglenaytteistd ei l0ytynyt yhtéddn glaukoomageenivirheen kantajaa.
Kennelliiton tiedoissa ei olekaan yhtdan glaukoomaa sairastavaa suomalaista beaglea,
jolloin geenivirhettd ei valttamattd esiinny koko populaatiossa. On mahdollista, etta
yhdysvaltalaistutkimuksessa I6ydetty geenivirhe on hyvin harvinainen kolonian ulkopuo-
lella; kolonian beagleilla geenivirhettéa on rikastettu yli 30 vuotta astuttamalla tarkoituk-
sella sairaita koiria keskendan. On my@s teoriassa mahdollista, etteivat kaytetyt aluk-
keet tai koettimet toimi, koska niité ei saatu testattua kyseistd geenivirhettd kantavilla
yksilgilla. Tama on kuitenkin epatodennéakoista. Tutkimuksen jatkoa ajatellen olisi olen-
naista saada nayte yhdysvaltalaisen beaglekolonian sairaasta yksilosta sekd kantajasta,

jotta voitaisiin olla varmoja testin toiminnasta.

Vaikka tutkimuksissa ei [0ytynyt etsittyjd geenivirheitd, ne loivat silti hyvan alustan jat-
kotutkimuksille. Suomenajokoiran follikulaaridysplasiatutkimuksessa on nyt yksi vaihto-
ehto suljettu pois, ja voidaan jatkaa tarkastelemalla muita geenialueita ja mahdollisesti
muita geenejd. Beaglen glaukoomatutkimus vaatii viela loppuvarmennuksen positiivisel-

la naytteelld. Tutkimus mahdollistaa myds uusien kandidaattigeenien tutkimisen.
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8.2 Tulevaisuuden nakymat

Tietamys koirien geneettisistd sairauksista on lisdédntynyt huimaavasti viimeisen 20
vuoden aikana. Uusien 10yt6jen tahti kiihtyy edelleen. Tiedon lisdédmiseksi tarvitaan
elainlagkareiden, eldinldéketieteen geneetikkojen sekd kasvattajien yhteistyotéd. Roh-
kaiseva merkki positiivisesta kehityksestd on lisdantynyt tietAmys ja avoin keskustelu
geneettisistéa sairauksista kasvattajien kesken. Rotujarjestdt antavat my6és oman pa-
noksensa jarjestamalla terveyskyselyja, joilla saadaan selvitettyd kussakin rodussa
esiintyvia perinndllisid sairauksia. Koirien geenitutkimuksesta saatavat hyddyt tunnuste-
taan nykyaan yleisesti ja geenitutkimusta tuetaan rahallisesti. Geneettisten sairauksien
diagnosoimiseen ja kantajatestaukseen tehdyt laboratoriotestit tulevat todennakdisesti
olemaan tulevaisuudessa arkipéaivaa eldinladkareiden vastaanotoilla. Geenitestauksesta
voi lopulta tulla vaatimus, jotta koira saadaan rekisterdityd ja jotta se saa osallistua

nayttelyihin; n&in on jo joissain maissa, esimerkiksi Ruotsissa.

Mutta kuten aikaisemmin todettiin, spontaaneja geenimutaatioita tapahtuu koko ajan.
Vaikka perinndllisten sairauksien esiintyvyyttd saadaankin huomattavasti pienennettya
geenitesteilld ja kontrolloidulla jalostuksella, ei niitd saada kuitenkaan kokonaan kitket-
tyd pois. Uusien, spontaanien mutaatioiden takia voidaan pitkalla aikavalilla odottaa,
ettd ilmaantuu uusia geneettisia sairauksia. Myds vanhoja, jo tunnettuja sairauksia

ilmaantuu uudelleen. (Patterson 2000: 6-7.)

Geenitesteja tulee kehittda ensisijaisesti sairauksiin, jotka haittaavat koiran jokapaivais-
ta elamaa ja tuottavat kipua. Testeista saadaan paras hyodty, kun ymmarretaén testat-
tavien sairauksien tai ominaisuuksien periytymismallit ja niitd sédtelevien geenien vai-
kutustapa seka testeihin mahdollisesti liittyvat ongelmat tai rajoitukset. Jalostuskarsin-
nan tarve ja mahdollisuudet on punnittava rotukohtaisesti, ottaen huomioon seka jalos-
tuspohjan laajuuden ettd luonteen, terveyden ja toimivan rakenteen. Rodun ollessa
tilanteessa, jossa karsinta ei ole mahdollista, mutta vakavia perinnéllisid sairauksia tai

ongelmia kuitenkin esiintyy, on apua haettava roturisteytyksista (Méki 2007).
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Lista ty0ssé kaytetyista suomenajokoiranaytteista

ds = diagnosoitu sairas

es = epailty sairas

k = kontrolli
Oireiden alkamisajankohta (jos

Koiran nro. | Status | Sukupuoli |Syntymaaika |tiedossa)
1 ds uros 3.4.2000
2 ds naaras 28.3.2002
3 ds naaras 2.4.1999 vuonna 2004
4 ds uros 4.7.2004
5 ds naaras 22.5.2004
6 ds naaras 21.4.2004 3,5-vuotiaana
7 ds uros 7.5.1999 vuonna 2006
8 ds uros 8.3.2006
9 ds naaras 26.4.2004
10 ds uros 29.3.2007 patologin lausunto 16.4.2010
11 es naaras 24.5.1996 6-vuotiaana
12 es naaras 1.4.2007
13 es naaras 15.5.1996
14 es uros 15.3.2002
15 es naaras 10.4.2006
Koiran nro. | Status | Oireet (jos tiedossa)
1 ds
2 ds

Runsas karvanlahto selasta ja kyljisté seké toistuvat ihon hiivatuleh-
3 ds dukset.
4 ds
5 ds
6 ds Karvat lahtevat selasta.
7 ds
8 ds Ollut sel8ssd nappyldita, nyt mustan karvan alueelta karva ohentunut.
9 ds
10 ds
11 es Selassa karvattomia laikkia.

Selassa hilseilya ja kutinaa sek& harventunutta karvaa n. 8 x 4 cm
12 es alueella.
13 es Ihottumaa, seléssa laiskdmainen karvanlahto.
14 es Esiintyy talvella kyljessa karvanlahtoa.
15 es Laajat karvattomat alueet, hilseily ja kutina.




Koiran nro. | Status | Sukupuoli| Syntymaaika
16 k uros 23.12.1994
17 k uros 2.11.2005
18 k uros 16.3.2002
19 k uros 28.7.2005
20 k uros 17.12.1999
21 k naaras 22.10.2004
22 k naaras 30.5.1999
23 k naaras 22.5.2005
24 k uros 29.3.2007
25 k uros 22.6.2004
26 k naaras 31.5.2006
27 k uros 24.5.2006
28 k uros 23.2.2001
29 k uros 29.10.2004
30 k naaras 6.6.2005

Liite 1
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Lista suomenajokoirilta l10ydetyista sekvenssimuutoksista

ds = diagnosoitu sairas
es = epailty sairas

k = kontrolli
Koiran nro. | Status Genotyypit: introniset muutokset Etsitty genotyyppi
kohta 92: kohta 273: kohta 278:
C>A-muutos | C:n deleetio G>T-muutos | kohta c.-22G>A
1 ds A/A wt/wt wt/T wt/A
2 ds A/A wt/wt wt/wt wt/wt
3 ds A/A wt/wt wt/wt wt/wt
4 ds A/A delC/delC wt/wt wt/wt
5 ds A/A wt/wt wt/wt wt/wt
6 ds A/A wt/wt wt/wt wt/wt
7 ds A/A wt/wt wt/wt wt/wt
8 ds A/A wt/delC - wt/wt
9 ds A/A wt/wt wt/wt wt/wt
10 ds A/A wt/delC - wt/wt
11 es A/A wt/wt wt/wt wt/wt
12 es A/A wt/delC - wt/wt
13 es A/A wt/wt wt/wt wt/wt
14 es A/A wt/wt wt/wt wt/wt
15 es A/A wt/delC - wt/A
16 Kk A/A wt/delC - wt/wt
17 k A/A wt/delC - wt/wt
18 k A/A wt/delC - wt/wt
19 k A/A wt/delC - wt/wt
20 k A/A wt/wt wt/wt wt/wt
21 k A/A wt/wt wt/wt wt/wt
22 Kk A/A wt/wt wt/wt wt/wt
23 k A/A wt/delC - wt/wt
24 k wt/A wt/wt wt/wt wt/wt
25 Kk A/A wt/wt wt/wt wt/wt
26 k A/A wt/delC - wt/A
27 Kk A/A wt/wt wt/wt wt/wt
28 Kk A/A wt/delC - wt/wt
29 k A/A delC/delC wt/wt wt/wt
30 Kk A/A wt/wt wt/wt wt/wt
Merkki Selitys

Heterotsygoottisten deleetioiden takia sekvenssia ei pysty lukemaan

deleetiokohdan jélkeen
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